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Beschieibung 

Die Erfindung betrifft ein neuartiges Elektronendonorsystem fur Enzyme mit Redoxeigenschaften; und dessen \fer- 
wendung in enzymkalalysierten Oxidationsreaktionen, wie insbesondere der Herstellung o-hydroxylierter Fettsauren. 
5 Die Erfindung betrifft auBerdem ein verbessertes Nachweisverfahren fur Fettsauremonoxygenasen, Bioreaktoren sowie 
Testkits, worin das Elektronendonorsystem vorteilhaft einsetzbar ist 

Die biotechnologische Nutzung von Enzymen mit Redoxeigenschaften, wie z. B. von Monoxygenasen, in zellfreien 
Reaktionssystemen ist grundsStzlich mit dem Problem behaftet, daB die Verwendung natiirlicher Cofaktoren zur Bereit- 
stellung der erforderlichen Redox- Aquivalente (wie z. B. von NADH oder NADPH) mit unvertretbar hohen Kosten ver- 
10 bunden ist. 

Dies gilt auch fur die biotechnologische Nutzung von Cytochrom P450 haltige Monoxygenasen. Funktionell ist alien 
P450-Enzymen gemeinsam, Sauerstoff-Atome auf nicht aktivierte aliphatische oder aromatische X-H (x = -C, -N, -S) 
Bindungen zu ubertragen. Dariiber hinaus vermogen P450-Enzyme -C=C- Doppelbindung zu epoxidieren. Fur diese 
Oxygenierungsreaktionen benbtigen die meisten P450-Systeme Cofaktoren, wie NADPH oder NADH, als Elektronen- 

15 quelle. Entsprechend der Realisierung dieses e-Transfersystems (Reduktasesy stems) unterteilt man P450-Systeme in 
vier Klassen. Klasse I P450-Enzyme enthalten als Reduktase eine FAD-Domane und ein weiteres Fe-S-Protein (zumeist 
mitochondriale und bakterielle P450-Enzyme), Klasse II P450-Enzyme besitzen eine FAD/FMN-Reduktase (meist ER- 
P450-Enzyme) und Klasse m P450-Enzyme ben6tigen keine weiteren Reduktionsaquivalente, sie setzen peroxygenierte 
Substrate um, die den Sauerstoff bereits enthalten. Das einzige P450-Enzym der Klasse IV erhalt seine Elektronen direkt 

20 ohne TYansfersystem von NADH. 

Die funktionelle Vielfalt der durch P450-Systeme katalysierten Monooxygenierungen auf chemischem Wege haufig 
nur schwer zuganglicher Verbindungen bieten ein enormes biotechnologisches, pharmakologisches und toxikologisches 
Potential. Eine wichtige Voraussetzung zur in vitro Nutzung dieser Potentiale ist die Entwicklung geeigneter Expressi- 
ons-, Reinigungs- und vor allem Aktivitatsnachweissysteme, die erlauben, P450-Systeme zu charakterisieren und En- 

25 zymvarianten mit "verbesserten" Eigenschaften aufzufinden. 

Weitere wichtige Voraussetzung fur die Nutzung dieser p450 Monoxygenasen, insbesondere der Klassen I und II, ware 
die Verfugbarkeit eines kostengunstigen Elektronendonorsy stems. 

Ein NADPH-Cofaktor-Recycling-System wurde von Deffner et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. (1987) 501, 171 vorgestellt. 
Dieses stellt aber bei Anwendung im praparativen Mafistab ein Kostenproblem dar und gestaltet Reaktionsfiihrungen in 

30 Enzym-Membran-Reaktoren komplizierter. Deshalb wurde nach alternativen Elektronendonoren gesucht. Ein vielver- 
sprechenden Weg stellt die elektrochemische Reduktion von P450-Enzymen dar, Estabrook et al. (Methods Enzymol. 
(1996) 272, 44) konnten mittels eines Co(III)sepulchrat-Mediatorsystems und Pt-Elektroden fur sechs verschiedene 
P450-Enzyme Umsatze bestimmen. Die Aktivitaten waren jedoch etwa 8-fach geringer als beim Reduktionsaquivalent 
NADPH. Statt des Mediators wurde in Natriumdithionit (Fang et al., Drug. Metab. Dispos. (1996) 24 (11): 1282) eine 

35 Verbindung gefunden, die P450-Enzyme direkt reduziert. Im Falle von P450 BM-3 war die Aktivitat mit Natriumdithio- 
nit gegenuber NADPH um Faktor 8150 reduziert; vermutlich wirdP450 BM-3 durch Natriumdithionit dreifach reduziert 
und damit groBteils inaktiviert. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

40 

Aufgabe der Erfindung war es daher, ein kostengunstiges, effizientes, alternatives Elektronendonorsystem fur Enzyme 
mit Redoxeigenschaften bereitzustellen. Insbesondere sollte dieses System in biochemischen Umsetzungen verwendbar 
sein, an welchen Cytochrom P450-haltige Enzyme beteiligt sind. AuBerdem sollte ein verbessertes Nachweisverfahren 
fur p450-Enzyme bereitgestellt werden. Eine weitere Aufgabe der Erfindung bestand in der Bereitstellung eines verbes- 
45 serten biotechnologischen Verfahrens zur enzymatischen Ubertragung von Sauerstoff auf organische MolekUle und ins- 
besondere zur terminalen oder subterrninalen Hydroxylierung von Fettsauren. 

Diese Aufgaben wurde uberraschenderweise gelost durch Bereitstellung eines Elektronendonorsystems fur die Uber- 
tragung von Elektronen auf Enzyme mit Redox-Eigenschaften, das dadurch gekennzeichnet ist, daB das System eine an- 
organische, nicht elektrodengebundene Elektronenquelle und einen Mediator umfafit, der zur Obertragung von Elektro- 
50 nen von der Elektronenquelle auf das Enzym befahigt ist. Dabei konnen die Komponenten des Systems einzeln oder im 
Gemisch, in getragerter oder vorzugsweise ungetragerter Form vorliegen. 

Das erfindungsgemaB bereitgestellte Elektronendonorsystem ist insbesondere fiir Cytochrom P450-haltige Enzyme, 
wie z. B. die in der groBen Familie der Monoxygenasen (E. C. 1.14.-.-) zusammengefassten Enzyme, anwendbar. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Elektronendonorsystems umfaBt dieses einen Mediator mit einem Stan- 
55 dard-Normalpotential im Bereich von weniger als etwa -0,4 V. Nichtlimitierende Beispiele fiir Mediatoren sind Ko- 
balt(m)sepulchrat, Methylviologen, Neutralrot, Riboflavin, Rutheniumtriacetat, FMN und FAD, wobei Kobalt(m)se- 
pulchrat bevorzugt ist. 

Das erfindungsgemaBe Elektronendonorsystem umfaBt vorzugsweise als Elektronenquelle ein Metall mit einem nied- 
rigeren Standard-Normalpotential als der Mediator Als nichtlimitierendes Beispiel fur die Elektronenquelle ist metalli- 
60 sches Zink zu nennen. Das Metall liegt dabei vorzugsweise in einer reaktiven Form, d. h. mit groBer Oberflache, wie z. B. 
pulverrormig, vor. 

Bevorzugte erfindungsgemaBe Elektronendonorsysteme unfassen, folgende Kombinationen von Elektronenquelle und 
Mediator: 

65 - Zn/Kobalt(m)sepulchrat oder 

- Zn/NeutralroL 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur enzymatischen Oxidation von, d. h. tjbertragung von 
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Sauerstoff auf, ein Kohlenwasserstoff-haltiges Wasserstoffdonor-Molekiil, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man das 
Wasserstoff-Donormolekul in einem Reaktionsmedium, umfassend das Sauerstoff-Ubertragenden Enzyra und ein Elek- 
tronendonorsystem gemaB obiger Definition, in Gegenwart von Sauerstoff unler Reaktionsbedingungen inkubiert. 

Eine "Oxidation" im Sinne der vorliegenden Erfindung betrifft enzymkatalysierte Oxidationsreaktionen im weitesten 
Sinne. Insbesondere umfaBt der Begriff Oxidationsreaktionen welche Enzymen aus der Klasse der von Monoxygenasen 5 
(E. C.1.14.-.-) und vor allem von Cytochrom P450-Enzymen katalysiert werden. Diese Oxidationsreaktionen umfassen: 

a) Kohlenstoff-Oxidationen an gesattigten oder ungesattigten, aliphatischen oder aromatischen Kohlenstoffatomen 

b) Schwefel-Oxidationen; 

c) Stickstoff-Oxidationen; io 

d) oxidative Dealkylierungen; und 

e) oxidative Dehalogenierungen. 

Dabei ist das Wasserstoff-Donormoiekill vorzugsweise ausgewahlt unter Verbindungen der Formel 

15 

R-X 
worin 

R fur einen geradkettigen oder verzweigten, vorzugsweise geradkettigen, Alkylrest mit 10 oder mehr Kohlenstoff- 
atomen, wie z. B. 10 bis 30 Kohlenstoffatomen, stent, und 20 
X fur eine polare, zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken befahigte Gruppe, vorzugsweise eine Carboxy-, Amid-, Nitril, 
Sulfat-, Sulfon-, Amin- oder Hydroxygruppe, steht. 

Eine bevorzugte Variahte obigen Verfahrens betrifft die enzymatische Herstellung terminal oder subterminal (d. h. in 
Position (0-1 bis 00-4) hydroxylierter Fettsauren, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man 

25 

a) eine hydroxylierbare Fettsaure oder Fettsaurederivat in Gegenwart eines Elektronendonorsystems gemaB obiger 
Definition mit einer Cytochrom P-450 Monoxygenase und Sauerstoff umsetzt; und 

b) das (die) hydroxylierte(n) Produkte) isoliert. 

Das a>hydroxylierbare Fettsaurederivat ist erfindungsgemaB bevorzugt ausgewahlt unter terminal gesattigten, ver- 30 
zweigten oder unverzweigten Fettsauren mit mehr als 10 Kohlenstoffatomen, insbesondere Ci2-C3o-Fettsauren. 

In den oben beschriebenen erfindungsgemaBen Verfahren verwendet man bevorzugte als Enzym eine Cytochrom P- 
450 Monoxygenase, die ausgewahlt ist unten 

- dem aus Bacillus megaterium (DSM 32T) isolierbaren Wildtypenzym; oder 35 

- einer durch Aminosauresubstitution in wenigstens einer der Position 26, 47, 72, 74, 87, 188 und 354 erhaltlichen 
Mutanten des Wildtypenzyms. 

Bevorzugt eingesetzte Mutanten umfassen eine Mutation in Position 87 und sind ausgewahlt unter den Mutation F87A 
oder F87V die gegebenenfalls wenigstens eine weitere der folgenden Mutationen aufweist: L188K, A74G, R47F und 40 
V26T. Besonders bevorzugt ist die Einfachmutante F87A und die FUnffachmutante F87A, L188K, A74G, R47F, V26T 
(Angabe der Aminosauren im Einbuchstaben-Code; urspriingliche Aminosaure links von der Positiorisangabe; neue 
Aminosaure rechts von der Positionsangabe). 

Vorzugsweise werden obige Verfahren unter Verwendung des Elektronendonorsystem ank/Co(m)sepulchrat durch- 
gefiihrt 45 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens fiihrte man die Umsetzung in Gegenwart von Chloridionen 
durchfuhrt. 

AuBerdem kann die Gegenwart eines Wasserstofrperoxyd-spaltenden Enzyms vorteilhaft sein. 

Eine weiterer Gegenstand der &findung betrifft einen Bioreaktor zur Verwendung bei der enzymatischen Obertragung 
von Sauerstoff auf ein Kohlenwasserstoff-haltiges Wasserstoffdonor-Molekiil, und insbesondere zur Verwendung bei der 50 
Herstellung co-hydroxylierter Fettsauren, der gekennzeichnet ist durch eine irrmobilisierte Monoxygenase und ein Elek- 
tronendonorsystem gemaB obiger Definition im flussigen Reaktionsmedium. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Nachweisverfahren furFettsaure-Monoxygenasen, das dadurch ge- 
kennzeichnet ist, daB man 

55 

a) einen Analyten, in dem man Enzymaktivitat vermutet, mit einer co-hydroxylierbaren Fettsaure oder Fettsaurede- 
rivat, welche(s) einen terminalen, abspaltbaren Fluorophors oder Chromophor tragt, in Gegenwart eines Elektro- 
nendonorsystems gemaB obiger Definition inkubiert; und 

b) die Abspaltung des Fluorophors oder Chromophors qualitativ oder quantitativ bestimmt 

60 

Die Umsetzung fiihrt man dabei bevorzugt in Gegenwart eines Wasserstpffperoxyd-spaltenden Enzyms und gegebe- 
nenfalls in Gegenwart von Chloridionen durch. 

Beispiele fur geeignete Fluorophore und Chromophore sind Phenole, Catechole, Hydroxycoumarine, wie Umbellife- 
ron, Phenoxazine und insbesondere Resofurin. 

Die Einstellung der optimalen Verfahrens parameter ist unter Beriicksichtigung der Anweisungen im folgenden expe- 65 
rimentellen Teil ohne weiteres moglich. So erzielt man z. B., ohne darauf beschrankt zu sein, eine Cobalt(III)sepulchrat- 
Konzentration von mehr als 0,1 mM, wie z. B. 0,5 bis 1,0 mM besonders vorteilhaft; ebenso wie ein pH-Wert etwa 8 bis 
8,5; eine Zink-Konzentration von mehr als etwa 2 mg/ml wie z. B. etwa 5 bis 50 mg/mi. 
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SchlieBlich betrifft die Erfindung als weiteren Gegenstand einen Testkit, umfassend ein Elektronendonorsystem nach 
obiger Definition. 

Die vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten der vorliegenden Erfindung wird in den folgenden Anschnitten weiter er- 
lautert. 

5 

Katalysierte Reaktionen von P450-Systemen und Beispiele industrieller Anwendungen in der Feinchemikaliensynthese 

In Organismen dienen Cy tochrom P450- Enzyme unter anderem der Ergosterol-Synthese, der Biosynthese von Insek- 
ten- und Phytohormonen, der Ausbildung von Fruchtreife, Geruch und Faroe bei Pflanzen, der Biosynthese von Gluko- 

10 und Mineralkortikoiden, der Aromatisierung von Androgenen zu Ostrogenen, dem Metabolismus von Retinoiden zur 
Regulation von normalem und epithelialem Wachstum/Dififerenzierung, Arachidonsaurestofrwechsel zur Bildung von 
Prostaglandinen, Leukotrienen und Thromboxanen und der Bildung vasoaktiver Produkte. Dariiber hinaus dienen sie zur 
Aktivierung und Detoxifizierung xenobiotischer Stoffe. 
P45G-Enzyme gehoren zu den sogenannten Phase I Enzymen, die mittels Oxygenierungen wasserunlosliche oder 

15 schwer losliche Verbindungen zur weiteren Metabolisierung vorbereiten. Dazu dienen Phase II Enzyme wie Glutathion- 
Transferasen, N-Acetyltransferase oder Sulfotransferase, die eine polare Gruppe an jene hydroxylierten oder epoxidier- 
ten Verbindungen addieren. Dadurch werden diese Metabolite wasserloslich und somit bioverfugban Die Vielfalt von 
Reaktionen, die durch Cytochrom P450-Enzyme katalysiert werden, sind im folgenden zusammengefaBt und hinsicht- 
lich ihrer wirtschaftlichen und funktionellen Bedeutung diskutiert. Eine Obersicht, aufgeschlusselt anhand ausgewahlter 

20 Familien findet sich in Tabelle 1. 



Tabelle 1 



25 


P450- 


Reaktionen von P450 Enzymen 


Familie 




30 


CYP1-3 


Metabolisierung xenobiotischer Stoffe; 
CYP1: PCB, PAH, Dioxine, Aflatoxine; 
CYP2: Pf lanzentoxine, Pestizide; 
CYP3 : Cyclosporine, Erythromycin, f erner 
beteiligt am Steroidmetabolismus 


35 
40 


CYP4 , 
CYP52 , 
CYP102 


CYP4, CYP52, CYP102: terminale und/oder 
subterminale Oxidation von Fettsauren 
CYP4 : Oxidation von Eicosanoiden 
(Prostaglandinen, Leukotrienen 
und Thromboxanen) 


45 


CYPll , 
CYP17 , 
CYP21 


Biosynthese von Gluko- und Mineralcorticoiden; 
CYPll: 11-S-Hydroxylasen, Hydroxylierung von 
Deoxycorticosteron oder Deoxycortisol; 

CYP17: Steroid- 17a-hydroxylase ; 

CYP21: Steroid-21-hydroxylase 


50 


CYP19 


Umsetzung von Steroiden zu Ostrogenen; 




Aromatase 




CYP27 


Cholesterol- 27 -hydroxylase 



55 



Die P450-Enzyme der Enzymfamilien CYP1-3 sind hauptverantwortlich fur die Metabolisierung xenobiotischer 
Stoffe; die dabei auftretenden oxidativen Reaktionen sind im folgenden unterteilt in S-, N-Oxidation, Dealkylierung- 
und Dehalogenierung. 

60 a) C-Oxidationen 

P450-Enzyme hydroxylieren oder epoxidieren nichtaktivierte C-H-Bindungen und/oder C=C-Doppelbindungen in 
aliphatischen und aromatischen Systemen. Die gebildeten Metabolite sind haufig toxisch, wie das Nervengift 2,5-Hexan- 
dion oder karzinogen wie DNA-alkylierende Epoxide (z. B. Styroloxid). Ferner wirken durch P450-Enzyme C-oxidierte 
65 Nitrosamine und Benzpyrene karzinogen. 

Arzneimittei, wie Barbiturate und Phenobarbitale, werden ebenfalls durch P450-Enzyme in ihre Wirkform uberfuhrt 
Die Hydroxylierung nicht aktivierter -C-H Bindungen ist wegen der seltenen Konkurrenz durch chemische Verfahren 
eine der niitzlichsten Biotransformationsreaktionen. Im Gegensatz zu Radikalreaktionen zeigen Bio-Hydroxylierungsre- 
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aktionen an C-Atomen folgende Aktivitatsreihe: sekundar> tertiar> primar. Bekannte industriell durchgefiihrte Verfah- 
ren sind die Progesteron-Hydroxylierung an 1 la-Position mittels Aspergillus niger, die etwa die Halfte der 37 konven- 
tionellen Schritte eriibrigte, und die 7P-Hydroxylierung von 3a-Hydroxy-5£-cholsaure durch Fusarium equiseti. Das 
Produkt Ursodesoxycholsaure vermag Cholesterin aurzulosen und wird in der Behandlung von Gallensteinen eingesetzt. 
In der asymmetrischen Synthese werden Biotransformationen unter anderem zur Synthese von p-Hydroxybuttersaure, 
einem Ausgangsmaterial fur Vitaminsynthesen (ot-Tocopherol), von Geschmacksstoffen, von Antibiotika (Calcimycin) 
und von chiralen verzweigten epoxidierten Alkenen verwendet. 

b) N-Oxidation/S-Oxidation 



e) Oxidative Dehalogenierung 



10 



P450-Enzyme hydroxy lieren Aryl- und Acetylamine wie Benzidin, 4-Biphenyiamin und 2- Aretaminofl uoren und ver- 
gleichbare Heterozyklen, die beim Anbrennen von Nahrungsmitteln entstehen, am N-Atom. Nach weiterer Acetylierung 
oder Sulfonierung der Hydroxygruppen entstehen elektrophile, stark karzinogen wirkende Substanzen. 

Aryl- und Alkylthioether werden durch P450-Monooxygenasen direkt am S-Atom zu Sulfoxiden oxidiert. Die Oxida- 
tion bleibt jedoch haufig nicht auf der Stufe des Sulfoxids stehen; viele Sulfoxide werden zu den entsprechenden Sulfon- 15 
verbindungen weiteroxidiert, die haufig zelltoxisch wirken. Mikrobielle Oxidationen von chiralen Dithioacetalen gelin- 
gen mit hohem EnatiomereniiberschuB mit Corynebacterium equi und Helminthosporium sp. 



20 



c) Oxidative Dealkyiierungen 

P450-Enzyme katalysieren auch die oxidative O-, N- und S-Dealkylierung. Beispiele dieser wichtigen Reaktionen 
sind die O-Dealkylierung von Codein, Mescalin, Phenacetin, die N-Dealkylierung von Ephedrin, Methamphetamin, 
Aminopurin und die S-Dealkylierung von 6-Methylthiopurin zu 6-Methylpurin. 

- . 

d) Oxidative Deaminierung 25 

P450-Enzyme katalysieren auch die oxidative Deaminierung von Aminen. Diese Reaktion hat primar eine Entgif- 
tungsfunktion fur den Organismus. Histamin, Noradrenalin und Mescalin konnen unter anderem auf diese Weise deami- 
niert werden. 



30 



Viele halogenierte Alkane und Alkene bilden nach Hydroxylierung an einer -C-H Bindung ein instabiles Intermediat, 
das in ein Aldehyd oder Keton und H-Hal dissoziert Beispiele sind die Oxidation von Ethendibromid zu 2-Bromacetal- 
dehyd und die Oxidation von Chloroform zu Phosgen. Mono- und dihalogeniertes Methan bildet im \fergleich zu drei- 35 
fach halogeniertem Chloroform nur schwach zelltoxische Metabolite. 

Eine mechanistische Beschreibung der vorgestellten P450-Reaktionstypen findet sich in dem tJbersichtsartikel von 
Koymans et aL, in Xenobiotica, (1993) 23 (6): 633. 

In vivo/in vitro Nutzung von P450-Monoxygenasen zur Feinchemikaliensynthese 40 

Im Gegensatz zur mikrobiellen Biotransformation beschrankt sich die Verwendung rekombinant exprimierter P450- 
Monoxygenasen zur Feinchemikaliensynthese trotz enormer Potentiale auf wenige in vivo Verfahren wie die Herstellung 
von Dicarbonsaure als Zwischenstufen fur Geruchsstoffe, Steroiden wie Progesteron und subterrrtinal hydroxylierter ge- 
sattigter und ungesattigter Fettsauren als Vorstufen fur Riechstoffe (Laktone), Polymere und Darreicnungsformen fiir 45 
Medikamente, 

Die Verwendung von P450 Monooxygenaseenzymen in vitro zur Feinchemikaliensynthese ist bisher noch nicht lite- 
raturbekannL Um P450-Monoxygenasen zur Feinchemikaliensynthese zu verwenden, miissen Expressionssysteme vor- 
handen sein, die es erlauben, funktionell aktives P450 iiber Artgrenzen hinweg in hohen Ausbeuten zu exprimieren. Fer- 
ner muB das Enzym eine ausreichend hohe Aktivitat und Stabilitat (Temperaturstabilitat, Losungsmittelstabilitat, Oxida- 50 
tipnsstabilitat) besitzen. Die produzierten Metabolite sollten fur das Protein und den Wirt nicht toxisch sein. Fiir Klasse I 
und Klasse II sollte foner ein geeignetes Cofaktor-Recyclingsystem vorhanden sein. Die vorliegende Erfindung schafft 
hierzu die Voraussetzungen. 

Das P450 BM-3 Monooxygenasesystem 55 

P450 BM-3 (CYP102) wurde erstmals im Jahre 1986 als dritte P450-Monooxygenase aus Bacillus megaterium in E. 
coli funktionell aktiv exprimiert und charakterisierL Mit einem Molekulargewicht von 118 kDa war P450 BM-3 das erste 
bekannte wasserlosliche natiirliche Fusionsprotein, das alle drei Domanen (FAD, FMN, P450) in einer einzigen Polype- 
tidkette enthalL Im Jahre 1993 gelang es, die P450-Domane ohne Substrate (Ravichandran et al., Science (1993) 261, 60 
731) und im Jahre 1997 mit Substrat (Li et al. Nature Structural Biology (1997), 4(2): 140) zu kristaltisieren, P450 BM-3 
dient aufgrund seiner Sequenzhomologie zu eukaryontischen P450 und mangels eukaryontischer P450-Kristallstruktu- 
ren als bevorzugtes Strukturmodell fiir diese P450-Enzyme. 

P450 BM-3 ist eine Fettsaurehydroxylase, die Carbonsauren, Alkohole, Amide, Alkylammoniumverbindungen ab 
Kettenlange C12 bis zu C22 subterminal hydroxyliert Die Regiospezifitat der Hydroxylierung hangt, wie in Tabelle 2 65 
gezeigt, stark von der Kettenlange der Fettsaure ab. 
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TfebeUe 2 



5 


Substrate 


Hydroxy- 
lieruno 


(0-1 

Hydroxy- 
Lieruncr 

[%] 


0-2 
Hydroxy- 
lieruna 

[%] 


tt-3 
Hydroxy- 
Lienma 

[%) 




Laurins&ure 
(12:0) 




48 


26 


26 


10 


Myristins<kure 
(14:0) 




58 


21 


21 


15 


Palmitinsciure 
(16:0) 




20 


48 


31 



Die Erfindung wild nun unter Bezugnahme auf die beiliegenden Figuren und die folgenden Ausfuhrungsbeispiele, 
welche die Anwendung des erfindungsgemSBen Donorsystems auf die Hydroxylierung von Fettsauren mit Hilfe von 
P450 Enzymen betreffen, n&her erlautert, Dabei zeigt 
20 Fig. 1 das P450 BM3-Klonierungsschema am Beispiel von pCYTEXPl ; 

Fig. 2 das Prinzip des erflndungsgemaBen spektroskopischen P450-Nachweises; 

Fig. 3 das Absorptionsspektrum fur die Reduktion von Cobalt(EI)sepulchrat mit Zn-Pulver in TYis/HCl, 0,2 M, pH 
8,2; gepunktete Linie Co(III)sepulchrat oxidiert; durchgezogenen Iinie Zn/Co(III)sepulchrat reduziert; 

Fig. 4 die Absorptionsanderung bei Umsatz von 12-pNCA durch P450 BM-3 F87A mit Zn/Co(III)sepulchrat in Iris/ 
25 HC1, 50 mM, pH 8,2, 0,25 M KC1; 

Fig. 5 eine Skizze des Elektronentransferwegs von Zn/Co(ni)sepulchrat auf P450 mit "shunt" -Reaktionsweg und 
pNCA als Substrat; 

Fig. 6 den Umsatz von 12-PCA durch P450 BM-3 F87A und Zn/Co(ffl)sepulchrat in Ths/HCi, 50 mM, pH 8,2, 
0,25 M KC1 mit und ohne Zugabe von Katalase; 
30 Fig. 7 den EinfluB der TVis/HCi- und Kaliumphosphat-Puffermischung auf die Reduktion von p-Nitrophenolat in Ge- 
genwart von P450 BM-3 F87A und Zri/Co(III)sepulcto^^ 

Fig. 8 (A) 12-pNCA Umsatz durch P450 BM-3 F87A als Funktion der Co(m)sepulchrat-Konzentration; (B) den Ein- 
fluB von Co(IH)sepulchrat auf die Aktivitat von P450 BM-3 F87A in Gegenwart von Substrat; 

Fig. 9 den 12-pNCA Umsatz als Funktion der eingesetzten Zinkpulvermenge in Gegenwart von 0,5 mM Co(EI)se- 
35 pulchrat; 

Fig. 10 die P450 BM-3 F87A Restaktivitat nach 5 min Inkubation bei verschiedenen WasserstoffperoxidkonzentraUo- 
nen ohne Substrat. 

Referenzbeispiel 1 

40 

Mikrobiologische Methoden 

■ 

1. Mikroorganismen und Plasmide, Chemikalien und Enzyme 

45 Das Bakterium Bacillus megaterium wurde bei DSMZ-Stammsammlung (32 T , Braunschweig, Deutschland), die E. 
coli-Stamme DH5a, JM105 und JM109 bei Clontech (Heidelberg, Deutschland) und XLl-Blue bei Stratagene (Heidel- 
berg, Deutschland) erworben. Den Stamm W3110 erhielten wir vom Institut fur Bioverfahrenstechnik (Stuttgart, 
Deutschland). Der E. coh-Stamm DH5a (supE44, lacU169 [801acZ M15] hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl) 
wurde, sofern nicht anders erwahnt, fur die folgenden beschriebenen Klonierungsarbeiten verwendet Als Plasmide fan- 
so den pCYTEXPl mit dem temperaturindizierbaren pRp L -Promotorsystem des Bakteriophagen X (Belev T.N., et al., Pias- 
mid (1991) 26: 147) und pASK-IBAICA mit TetrazykUn-Promotor (Schmidt, T. G. M„ et al., J. Chromatogr. A (1994) 
676: 337; Schmidt, T. G. M. et al., J. Moi. Biol. (1996) 255: 753) Verwendung. Die im Rahmen dieser Arbeit zur hetero- 
logen Expression von P450 BM-3 verwendeten Slam me und Plasmide sind in Tabelle 3 zusammengefasst, wobei pT die 
Herkunft der P450 BM-3 Konstrukte vom pCYTEXPl -Plasmid und pA die Herkunft vom pASK-lBAlCA-Plasmid 
55 kennzeichnet. 
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Tfcbelle 3 



F r»nli-^t»mm/PlftQmiri-ln^prt-Knn < ?tri]kTt 
u.i*Ull OlOililll/i lOOiiiiu ii loci i rwiioiiwivi 


exDrimiertes Protein 


DH5a/pT-USC0BM3,W31 1 0/pT-USC0BM3 


P450 BM-3 


DH5a/pT-USC1BM3, JM105/pT-USC1BM3, 
JM 1 09/pT-USC1 BM3, W3 1 1 0/pT-USC1 BM3 


P450 BM-3His 6 


DH5a/pT-USC1 BM3F87A, JM105/pT-USC1BM3F87A, 

IM1AO/nT I ICP1DMQCQ7A IW51 1 fl/nT-l IQf*1 QMQPA7A 
JM1 U9/p 1 -UqLI DlvlOrO/A, Wo 1 1 U/p 1 "UOl# 1 DIVIOTO/M 

XL1 -Blue/pT-USC1 BM3F87A 


P450 BM-3His 6 

Pft7A Mutant a 


DH5a/pT-USC2BM3, W31 1 0/pT-USC2BM3 


P450 BM-3Glu 6 


DH5a/pT-USC3BM3, W31 10/pT-USC3MB3 


P450 BM-3Arg 6 


DH5a/pA-USC4BM3, JM105/pA-USC4BM3, 
JM1 09/pA-USC4BM3, W31 1 0/pA-USC4BM3 


P450 BM-3Strep 



10 



15 



20 



Sofern nichts anderes erwahnt ist, wurden alle Chemikalien von Ruka Chemie (Buchs, Schweiz) und alle Enzyme von 
New England Biolabs (Beverly, USA) oder Boehringer Mannheim (Penzberg, Deutschland) bezogen. 

2. Kulturmedien 

Alle Komplexmedien stammen von Difco (Augsburg, Deutschland). 

a) Nutrient-Medium (Vollmedium fur Bacillus megaterium) 



Peptone 
Bacto beef 
Bacto peptone 
Agar 

MnS0 4 • H 2 0 
H 2 0 

Glycerinkultur 
Glycerin (86%) 
Kultur(OD57 8 : = 1,0) 



Tryptone 
NaCl 

Yeast extract 
Agar 

Ampiciilin 
H 2 0 



5,0 g 
3,0 g 
5,0 g 

15 g (nur fur Plattenkultur) 
10 mg 
ad 1000 ml 

500ul 
500 ul 



b) Luria-Bertani-Amp (LB-Amp, Vollmedium fur E. coli) 

10,0 g 
5,0g 
5,0 g 

20,0 g (nur fur Plattenkultur) 

lOOg/ml 

ad 1000 ml 



3. Kultivierung der E. coli-Stamme und von Bacillus megaterium 

a) Schuttelkolbenversuche 

Die Kultivierung von Bacillus megaterium erfolgte im Nutrient-Medium bei 30°C, die rekombinanten E. coli-Stamme 
(DH5(X, JM105, JM109, XLl-Blue, W3110) wurden in LB-Amp Medium bei 37°C kultiviert. Dazu wurde jeweils eine 
Kolonie mittels ImpfSse von einer Agarplatte in 5 ml LB-Amp uberfiihrt Nach ca. 18 h Stunden Kultivierung bei 30°C 
(Bacillus megaterium) und 37°C (E. coli) bei einer Schuttelfrequenz von 220 Upm wurden 400 ml Medium in einem 2-1- 
Kolben mit 4 ml Kultur inokulierL Die Induktion der P450-Expression in E. coh' erfolgte nach Erreichen eines OD 578 - 
Wertes zwischen 0,8 und 1,0 durch eine drei- bis vierstiindige Hitzeschockinduktion bei 42°C im Falles der pT-Plasmid- 
Kpnstrukte oder durch Zugabe von Anhydrotetracyclin (Endkonzentration 0,4 mg/1) beim pA-USC4BM3-Piasmid und 
einer 14-stundigen Inkubation bei 30°C. 
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b) 30-l-Batch«Fermentationen 

Zur praparativen P450 BM-3 Produktion wurde die Expressionskassette pT-USClBM3, der Wirt DH5a und ein Bio- 
engineering Fermenteriyp LP351 bei einerBelOftung von 3,5 1/min. einer Ruhrgeschwindigkeit von 300 Upm bei 37°C 
in LB- Amp-Medium bei einem Start-pH-Wert von 7,5 eingesetzt. Um Schaumbildung zu vermeiden und Ausbeuten zu 
steigern wurden 2,0 ml steriles Contraspum 210 (Z. Schimmer & Schwarz, Lahnstein, Deutschland) und 0,1 mg/1 FeCb 
vorlnokulation dem LB-Amp-Medium zugegeben (Nishihara et al. 1997). Inokuliert wurde dutch Zugabe zweier 400 ml 
SchUttelkolben-Kulturen (OD578: = 0,8-1,0; Abschnitt a)). 

Nach Erreichen eines OD578-Wertes von 1 ,0 im Fermenter erfolgte die P450-Produkuon mittels Hitzeschockinduktion 
durch Erhohen der Temperatur fur drei bis funf Stunden von 37°C auf 42°C. P450 BM-3 oder die Mutante F87A wurden 
in E. coli DH5a in Ausbeuten von 36 bis 48 mgA Fermenterbruhe exprimiert. Die Aufkonzentrierung der E. coli Kultur 
von 30 Liter auf 2 Liter wurde durch Querstromflltration mit einer Millipore Applikation (Eschborn, Deutschland) mit ei- 
ner Filtron (Dreielch, Deutschland) Centrasette OMEGA (0.3 um) Membran durchgefuhrt Nach Zentrifugation bei 
9200 g fur 20 min wurden die Zellen in KaHumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,5) oder Tris/HCl-Puffer (50 mM, pH 7,5) 
resuspendiert, in zwolf 50 ml Falcon-Tubes (Greiner) aliquotiert und bis zur weiteren Verwendurig bei -20°C eingefro- 
ren. 

Referenzbeispiel 2 

Synthetische Oligonukleotide 

Alle Primer wurden von ARK Scientific GmbH Biosystems (Dusseldorf, Deutschland) hergestellt. Nur die Primer fur 
die Punktmutation und fur die Isolierung des P450 BM-3 Gens aus der genornischen Bacillus megaterium DNA waren 
HPLC gereinigt 

a) Oligonukleotide fur genomische Bacillus megaterium-DNA 



Bl ) 5 ' -GTGAAAGAGGGATCCCATGACAATTAAAGAAATGCC- 3 ' 

B2 ) 5 ' -GCCTCTTGGATCCTTACCCAGCCCACACGTCTTTTGCG- 3 ' 

b) Primer fur Sequenzierung 

R0_5 5 " -GTACGTGATTTTGCAGGAG-3 0 

Rl 5 " -GGCTATCATGCGATGATGGT- 3 " 

Rl_5 5 * - CCCAGCTTATGATGAAAAC- 3 " 

R2 5 ' - GGAAAAGATCCAGAAACGGG - 3 ' 

R2_5 5 " -GTCGGCATGGTCTTAAACG- 3 ' 

R3 5 " - ATTCCTCAGCTTCACCGTGA- 3 ' 

R3_5 5 " - CTTGGCGGT ATTCCTTCAC - 3 ' 

R4 5 " - ATTTGCACCGCAGGTCGCAA- 3 ' 

R4_5 5 ** - CTGGGCTACTACGTATC - 3 " 

R5 5 ' - TTCAATTTGTCGACAGCGCC - 3 ' 

R5_5 5 ' - GAAGG AGATCATTTAGGTG - 3 ' 

R6 5 " - TCGCGCAATGGCTGCTAAAA - 3 ' 

R6_5 5 ' - CGATTTCTTCATCACCTC - 3 ' 

R7 5" - CTGCCAAAAGACCCTGAAAC - 3 * 

LI 5 * - ACCATCATCGCATGATAGCC - 3 ' 

L2 5 * - CCCGTTTCTGGATCTTTTCC - 3 " . 

L3 5 " -TCACGGTGAAGCTGAGGAAT - 3 ' 

L4 5" -TTGCGACCTGCGGTGCAAAT - 3 ' 

L5 5 ' - GGCGCTGTCGACAAATTGAA- 3 ' 

L6 5 " - TTTTAGCAGCCATTGCGCGA - 3 ' 

L7 5 ' - GTTTCAGGGTCTTTTGGCAG - 3 " 
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c) Oligonukleotide fur Tags am C-Tenninus 

Al ) 5'- GTGAAAGAGGGATCCCATGACAATTAAAGAAATGCC- 3 ' 

A2 ) 5 " - CGGAATTCTTAACGACGACGACGACGACGCCCAGCCCACACG - 3 " 

Gl ) 5" - GTGAAAGAGGGATCCCATGACAATTAAAGAAATGCC- 3 " 

G2 ) 5 * - CGGAATTCTTATTCTTCTTCTTCTTCTTCCCCAGCCCACACG -3" 

HI ) 5 " - GTGAAAGAGGGATCCCATGACAATTAAAGAAATGCC- 3 ' 

H2 ) 5'- CGCAATTCTTAATGATGATGATGATGATGCCCAGCCCACACG - 3 ' 

SI) 5 ' - GTCTCAGCGTGAGACCCCCAGCCCACACGTCTTTTGCC -3" 

S 2 ) 5 " - GTGAAAGAGGTCTCCAATGACAATTAAAGAAATGCC - 3 * 



d) Primer fur P450 BM-3 Punktmutante F87A 

F 8 7 Al 5'- GCAGGAGACGGGTTGGCCACAAGCTGGACGCATG- 3 " 
F87A2 5 " -CATGCGTCCAGCTTGTGGCCAACCCGTCTCCTGC- 3 ' 



Referenzbeispiel 3 

Gentechnische Methoden 

1. Isolierung und Prazipitation genomischer Bacillus-DNA und Plasmid-DNA aus E. coli 

Zur Isolation der genomischen DNA aus Bacillus megaterium mittels Phenol-Ghloroformextraktion wurde das Zell- 
pellet aus 200 ml Kulturiiberstand (OD 578 : = 1,2) in 20 ml Lysozymmix (18 mg Lysozym, 50 mM EDTA, 50 mM NaCI, 
30 mM Tris/HGl, pH 8,0) resuspendiert und bei 37°C und 30 Minuten lang bei 220 UpM geschiittelt. Nach Zugabe von 
2 ml SDS (10% (m/v)) wurde weitere 60 Minuten bei 37°C und 220 UpM inkubiert. Zur Enlfernung von Zelltrummem 
wurde dreimal mit einer Mischung aus Chloroform/Isoamylalkohol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) und einmal mit Phe- 
nol extrahiert. Die genomische DNA wird durch Zugabe von 10% (v/v) 3 M NaAc, pH 4,8 und 60% (v/v) Isopropanol 
gefallt, mittels Glasstab aufgerollt, in ein Corex-Rohrchen uberfiihrt und bei 32 570 g zentrifugiert. Nach dreimaligem 
Waschen mit 70% Ethanol wird die DNA am "Hausvakuum" getrocknet und in 3 ml TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM 
EDTA, pH 7,5) geldst. Die Reinheit der DNA wurde spektroskopisch durch Quotientenbildung von 260 nm zu 280 nm 
zu 2,2 bestimmt. 

Die Isolation der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem auf alkalischer Lyse der Zellen basierenden QIAprep- 
Spin-Miniprep-Kit exakt nach den Angaben des Herstellers (Qiagen). 

2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) 

a) PGR-Reaktion zur Isolierung des P450 BM-3 Gens aus genomischer Bacillus megaterium-DNA 



PCR-Standardprotokoll 



Wiederholungen 
des Programme 
schritts 


Denaturier- 
ung 


DNA- 

Annealing 


Elongation/ DNA- 
Synthese 


1 Mai 


95 0 C, 7 min 






30 Mai 


95°C, 1,5 
min 


50°C # 1,5 
min 


72°C, 2 min 


1 Mai 






72 °C, 7 min 



Standard-Ansatz 

8 ul dNTP-Mix (200 uM), 10 ul Tag-Polymerase-Puffer (10 x) ohne MgGl 2 , 8 ul MgGl 2 (25 mM), 1 ul Primer Bl 
(0,1 uM), 1 ul Primer B2 (0,1 uM). 1 ul genomische Bacillus megaterium-DNA, 2,5 U Taq-Polymerase (MBI Fermen- 
tas, Vilnius, Litauen), ad 100 ul demineralisiertes Wasser. 

b) Hnfugen von Tag-Sequenzen am G- Terminus 

Um die Proteinreinigung zu vereinfachen und eine gerichtete Immobilisierung von P450 BM-3 zu ermoglichen wurde 
ein jeweils sechs Aminosauren langer G-terminaler-Tag an das P450 BM-3 Gen angefugt Als Tfemplat fungierte genom- 
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ische Bacillus megaterium-DNA. Als uberhangende Restriktionsenden wurden fur die His-, Aig- und Glu-Tags BamHI 
und EcoRI gewahlt, urn anschlieBend die modifizierten P450-BM-3-Gene in das Plasmid pCYTEXPl zu klonieren. Fur 
den Strep-Tag wurden fiir das 5 - und 3'-Ende Bsal gewahlt; dies ermoglicht eine Klonierung in das Plasmid pASK- 
IBAICA. Bsal schneidet erst nach der Erkennungssequenz, wodurch die Uberhangenden Restriktionsenden eine unter- 
S schiedliche Sequenz aufweisen und somit eine gerichtete Ligation erlauben. 

Fiir die PCR-Reaktionen wurden das Standard-PCR Programm und der Standard-Ansatz verwendet Im Unterschied 
zum Standard-Ansatz wurden fiir den Hisg-Tag die Primer HI und H2, fur den Arg^-Tag die Primer Al und A2, fiir den 
Glu$-Tag die Primer Gl und G2 sowie fiir den Strep-Tag die Primer SI und S2 verwendet. 

10 3. Restriktionsspaltung, Elektrophoretische Trennung und Reinigung von DNA-Fragmenten 

Restriktionsendonukleasen schneiden DNA sequenzspezifisch. Die Restriktionsspaltung von DNA erfolgte in einem 
Reaktionsvoiumen von 10 ul in Gegenwart von 2-3 ul nach DNA (Spin-Prap (Qiagen)), 1-2 U Restriktionsenzym, 1 ul 
Restriktionspuffer (lOx) und ad 10 ul ddH 2 0 durch ein- bis zweistiindige Inkubation der Reaktionslosung bei 37°C (au- 
15 Ber Bsal) entsprechend der Herstellervorschrift Die Reinigung der DNA-Fragmente wurde mittels Agarose-Gelelektro- 
. phorese nach der Vorschrift von (Sambrook et aL 1989) durchgefiihrt Abhangig von der GroBe der aufzutrennenden 
DNA-Fragmente wurden 0,8-2%ige Agarosegele verwendet Als Elektrophorese-Puffer diente TAE-Puffer (40 mM 
Tris/HCl, 20 mM Essigsaure, 2 mM EDTA, pH 8,3). Angelegt wurde aufgrund der Warmeentwicklung bei bis zu einpro- 
zentigen Agarose-Gelen eine Spannung von 120 V und bei bis zu zweiprozentigen Agarose-Gelen von 100 V. Interkalie- 
20 rendes Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,25 uM) wurde zur Visualisierung der DNA im UV-Durchlicht eines TYan- 
silluminators (312 nm) verwendet. 

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde unter Verwendung des QIAquick Gel Extraktion Kits 
(Qiagen) durchgefiihrt Dabei wird die DNA durch Binden an eine Silika-Gel enthaltene Saule immobilisiert und mittels 
verschiedener Waschschritte von Verunreinigungen befreit. Durch anschlieBende Elution mit demineralisiertem Wasser 
25 konnen mit dieser Methode bis zu 8 ug DNA (100 bp-10 kb) erhalten werden. 

4. Ligation und Transformation in E. coli 



Zur Ligation von DNA wurde die T4-DNA-Iigase (New England Biolabs, Beverly, USA) verwendet, die die Bildung 
30 von Phosphodiesterbindungen zwischen 5-Phosphat- und 3-Hydroxy-Enden der DNA katalysiert und somit zwei li- 
neare DNA-Molekiile verbindet oder die Zyklisierung eines linearen Molekiils ermoglicht 

Zur Ligation wurden Agarose-Gel gereinigte Vektor- und Insertfragmente (vergleiche Punkt 3) im molaren Verhaltnis 
1 zu 3 bis 1 zu 5 zugunsten des Inserts in ein Eppendorf-ReaktionsgefaB gegeben. Vor Zugabe von 2 ul Ligase-Puffer 
(lOx) und 2-10 U T4-DNA-Ligase wurde demineralisiertes Wasser hinzugefugt (Gesamtvolumen 20 ul). Die Reaktions- 
35 ansatze wurden eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 7°C inkubiert. 

Zur Herstellung kompetenter Zellen fiir die Transformation wurden 500 ul einer E. coli-t)bemachtkultur zum Animp- 
fen eines 250 ml-Schuttelkolbens, der 50 ml LB-Medium enthielt, verwendet Nach ca. dreistiindiger Inkubation bei 
37°C und 220 UpM, wird die Kuitur nach Erreichen eines ODeoo-Wertes zwischen 0,4-0,6 bei 5500 g 3 Minuten bei 4°C 
zentrirugiert Das Zellpellet wird in 2 ml TSS-Puffer (10 g PEG6000, 5 ml DMSO, 0,6 g MgS0 4 , ad 100 ml LH) resus- 
40 pendiert, auf Eis inkubiert und in 200 ul Aliquots aufgeteilt und nach Schockgefrieren in flussigem Stickstoff bei -80°C 
gelagert. 

Zur Transformation werden zu 200 ul der kompetenten Zellen 5 bis 25 ul des Ligationsansatzes gegeben. Nach 30-mi- 
niitiger Inkubation auf Eis wird der Transformationsansatz 30 s bei 42°C im Thermomixer inkubiert und 800 ul auf 37°C 
erwarmtes LB-Medium zugegeben. Die Ansatze werden eine Stunde lang im Inkubator bei 37°C geschuttelt Die Zellen 
45 wurden anschlieBend bei 5500 g zentrirugiert (3 Minuten), im riicklaufenden Tropfen LB-Medium aufgenommen und 
auf LB-Amp- Agarplatten ausplattiert. ttber Nacht wurden die Agarplatten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

. 5. DNA-Sequenzierung 

50 Die DNA-Sequenzierung wurde unter Verwendung des Applied Biosystems DNA Sequenzierautomats 373 A und des 
Dye Terminator Cycle Sequencing-Kits mit AmpliTaq-DNA-Polymerase durchgefiihrt Die Sequenzierung erfolgt nach 
der Didesoxy-Methode von Sanger, jedoch werden statt radioaktiv markierter dNTPs, dNTPs mit Ruoreszenzmarkern 
eingesetzt, dlie im Verlauf der Sequenzierreaktion in die synthetisierten DNA-Fragmente eingebaut werden. 

Die Reaktionsprodukte wurden anschlieBend mit 100-prozenugem auf -20°C gekuhltem Ethanol gefallt Nach TVock- 
55 nung der DNA und Aufnahme in 4 ul einer 5 : 1-Mischung aus Formamid und 25 mM EDTA, pH 8,0 erfolgte die Dena- 
turierung eines jeden PCR-Ansatzes bei 95°C fiir 5 Minuten und sofortiger UberfUhrung der Proben auf Eis. 

Die mit Ruoreszenzfarbstofifen markierten DNA-Fragmente durchlaufen wahrend der Gelelektrophorese einen Laser- 
strahl. Das senkrecht zu diesem Strahl emittierte Ruoreszenzlicht wird von Fotodioden hinter dem Gel gemessen und 
von der Software in ein Kurvendi agramm umgewandelt. 

60 

Sequenzier-Ansatz 

8 pi Terminator Ready Reaction Mix; 3,2 umol Primer, 300-500 ng Template DNA; 
H 2 Oad20ul. 

65 



10 



DE 199 35 115 Al 

PCR-Programm 



Wiederholungen 
des Programm- 
schritts 


Denaturier- 
ung 


DNA- 

Annealing 


Elongation/ DNA- 
Synthese 


1 Mai 


96°C, 6 min 






25 Mai 


96*C, 40 S 


50°C / 30 s 


60 °C, 4 min 


1 Mai 






60°C, 4 min 



15 



Sequenzier-Gel-Zusammensetzung 

Harnstoff 30 g (Roth); Rotiphorese NF- lOx-TBE-PufTer 6 ml (Roth); AcrylamioVBis-Losung 40% (29: 1) 9 ml 
(Roth); ddH20 demineralisiert 23,5 ml. 20 

Die fertige Losung wird filtriert und entgast. Die Polymerisation wird durch Zugabe von 24 ul TEMED und 180 jal 
10% (m/v) APS gestartet Fiir Einzelheiten dazu, zur Auswertung der Sequenzdaten und zu den dNTP-Markierungen, sei 
auf das Handbuch zum Sequenzierautomaten verwiesen. 

6. Punktmutation F87A mittels OuikChanqe Kit (Stratagene) 25 

* 

Zur Erhohung des Sensiti vitat des pNCA-Assaysystems, wurde an Position 87 die Aminosaure Phenyialanin durch ein 
Alanin ersetzt. Um die Punktmutante leichter identifizieren zu konnen, wurde, ohne weitere Anderung der Aminosaure- 
sequenz, eine zusatzliche Eael-Restriktionsschnittstelle unter Einbeziehung der Mutationsposition, eingefugt • 

Im Gegensatz zum Standard-PCR-Programm erfolgte hierbei nur eine vierminutige DNA-Denaturierung und der Se- 30 
quenzierreaktionsschritt wurde bei einer Annealing-Temperatur von 52,3 °C, und 17-miniitigem Elongationsschritt nur 
1 6 Mai durchlaufen. Auf den dritten Programmschritt wurde verzichteL 

AnsatzfurPCR 

35 

. 1,2 ul dNTP-Mix (200 uM), 5 ul Pfu-Polymerase-Puffer (lOx), 2,5 U Pfu-Polymerase, 2^ pi Primer F87A1 (5 nM), 
2,5 pi Primer F87A2 (5 nN), 1 ul pT-USClBM3 (aus Mini-Praparation 1 : 20 mit demineralisiertem Wasser verdunnt), 
ad 50 ul demineralisiertes Wasser. 

Die "Annealing"-Temperatur von 52,3°C zeigte nach obiger PCR-Reaktion auf einem einprozentigen Agarose-Gel 
eine scharfeBande mit erwarteter FragmentgroBe. 40 

Nach Abtrennen des Mineralols vom Reaktionsgemisch wurde der PCR-Ansatz mit 1 ul Dpnl (10 U/ul) versetzt und 
die Losung vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren gemischL Es wurde kurz zentrifugiert und inkubiert bei 37°C fiir 
eine Stunde. Wahrend des Verdaus wurden die ultrakompetenten E. coli XLl-Blue auf Eis aufgetaut und in 50 ul Ali- 
quots auf 15 ml Falcon-T\ibes verteilL Nach Zugabe von 1 ul (J-Mercaptoethanol, 4 ul Zugabe des verdauten PCR-Reak- 
tionsansatzes und 30-miniitiger Inkubation auf Eis folgte ein 30 s langer Hitzeschock bei 42°C und eine zweiminiitige 45 
Abkuhlung auf Eis. Zum Transformationsansatz wurden 450 ul erwarmtes (Olbadtemperatur 42°C) NZY-Medium (12 g 
NZamine, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, pH 7^) zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C und 220 UpM und Zen- 
trifugation (5500 g, 3 min) wurde das Zellpellet in der Restflussigkeit resuspendiert und auf LB-Amp-Platten ausgestri- 
chen. 

50 

Referenzbeispiel 4 
Praparali ve Methoden 

- 

1. ZellaufschluB 55 

ZellpeUets mit einer Biofeuchtmasse von bis zu 15 g E. coli DHSa/pT-USClBM-3 oder DH5a/pT-USClBM-3F87A 
wurden auf Eis aufgetaut und in 25 ml Kaliumphosphat-PurTer (50 mM, pH 7,5, 1 mM EDTA) oder TVis/HQ Puffer 
(50 mM, pH 7,5, 1 mM EDTA) suspendiert. Mittels dreiminutiger Ultraschallbehandlung (Branson Sonifier W250, 
(Dietzenbach, Deutschland), Leistungsabgabe 80 W, Arbeitsintervall 20%) wurde die auf Eis gektihlte E. coli-Zeilsus- 60 
pension aufgeschlossen. \6r der Proteinreinigung wurde die Zellsuspension fiir 20 min bei 32° 500 g zentrifugiert und 
durch einen 0,22 um Sterivex-GP-Fdter (Millipore) filtriert Diese klare Losung wird im folgenden als Rohextrakt be- 
zeichneL 

2. Chromatographische P450 BM-3-Reinigungmittels Anionenaustauschem 65 

Zur Proteinreinigung wurde ein AKTAexplorer System (Amersham Pharmacia Biotech) mit einer auf Personal-Com- 
putem basierenden OS/2-UNICORN Steuersoftware v2.1 und einem Frac-900 Fraktionssammler verwendet, das die 
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gleichzeilige Messung der Gesamtproteinelution bei 280 nm und P450 BM-3 Elution bei 417 nm eriaubt 

Alle analytischen P450 BM-3 Proteinreinigungen mittels Anionenaustauscherchromatographie wurden bei 200 cm/h, 
Raumtemperatur und einer Beladung von 6-10 rng P450 BM-3 pro 100 ml Matrix durchgeftihrt Alle Chromatographie- 
materialien wurden von TbsoHaas (Stuttgart, Deutschland) bezogen. 

a) Packung und Charakterisierung der Chromatographiesaulen 

Zur Entwicklung eines P450 BM-3 Reinigungsprotokolls wurden vom Hersteller gepackte MPD-DEAE 6505 
(7,5 mm x 85 mm, Partikeidurchmesser 35 urn, Af = 1,1, 4100 TP/m) und selbst gepackte XK 16/20 (16 mm x 100 mm, 
APB) Chromatographiesaulen verwendet, dieToyopearl DEAE 650M (Af = 1,1, 1610Tp/m), SuperQ 650M, (Af = 1,2, 
1 840 Tp/m) und QAE 550M (Af = 1,0, 1780 Tp/m) mit einem Partikeidurchmesser von 65 urn enthielten. Fiir die prapa- 
rativen Chromatographiereinigungen wurde eine INDEX200 (APB) Glassaule (20 cm x 19 cm, Af = 1,4, 3800 Tp/m), 
sechs Liter Toyopearl DEAE 650M und eine Zahnradpumpe (ISMATEC, PB, USA) benutzt. Im Gegensatz zu den ana- 
lytischen P450 BM-3 Chromatographiereinigungen wurde das AKTAexplorer System uber einen 1/20 aufgeteilten FluB 
ais Monitor verwendet, und die Puffer vor den praparativen Reinigungen manuell hergestellt Die Puffer bestanden aus 
Tris/HCl (0,1 M, pH 7,8) mit 1 mM EDTA sowie 150 mM NaCl fiir die erste, 250 rnM NaCl fur die zweite und 1 M NaCl 
fiir die dritte Salzstufe. 

b) Wahl der pH-, Elutions- und PufTerbedingungen 

Voruntersuchungen auf der Grundlage von Aktivitatsmessungen uber NADPH- Verbrauch ergaben einen geeigneten 
pH-Bereich zwischen 6,8 und 8,0 zur P450 BM-3 Reinigung. Spatere Untersuchungen zur pH-Stabihtat mit dem pNCA- 
Nachweissystem bestatigten diesen pH-Bereich. 

Anionenaustauscherchromatographien mit linearen NaCi-Gradienten zeigten, daB ein THs/HCl-Puffer (0,1 M, pH 7,8) 
mit 1 mM EDTA einem Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0 bis pH 7,5) mit 1 mM EDTA in Bezug auf Bindungskapazitat und 
Auflosungsvermogen fiir P450 BM-3 deutlich uberlegen ist. Aus diesen Griinden wurde das Tris/HCl-Puffersystem fiir 
alle weiteren Reinigungsoptimierungen verwendet. 

3. Immobilisierung der P450 BM-3 F87A Mutante 

a) Vorexperimente zur Auswahl der Tragermaterialien 

Zur Immobilisierung von P450 BM-3 F87A wurden in Vorexperimenten verschiedene adsorptive und kovalente Me- 
thoden untersucht. Fiir alle Vorexperimente wurden 100 mg TVagermaterial (Ausnahme: EP-100, 50 mg) und 5 nmol 
P450 BM-3 F87A (aus Rohextrakt) verwendet. 

Zur Auswahl eines geeigneten Tragermaterials wurde bei den adsorptiven Methoden 5 nmol P450 BM-3 F87A zur 
KXP04-Puffer-(20 mM, pH 7,5, ad 1600 ul) Tragermaterial-Suspension in ein 2 ml Eppendorf-ReakionsgefaB gegeben. 
Die ReaktionsgefaBe wurden nach Anbringen mittels Klebeband an die AuBenseite eines 250 ml Rundkolbens eine 
Stunde am Rotationsverdampfer langsam zur Proteinimmobilisation iiber Kopf gedreht. Zur Bestimmung der Adsorpti- 
onskapazitaten wurden die Immobilisate eine Minute bei 9000 g zentrifugiert und 200 ul des Uberstandes zur Aktivitats- 
messung entnommen. 

b) Optimierte Immobilisierungsvorschrift fur DEAE 650M und Super Q650M 

Bis zu 81 nmol eines P450 BM-3 F87A-Rohextrakts oder Lyophilisats konnen pro ml sedimentiertem DEAE 650M 
Adsorptionsmaterial in 5 ml Tris/HCl-Puffer (pH 7,5) immobUisiert werden. Bei dem SuperQ 650M Adsorptionsmate- 
rial sind es bis zu 102 nmol eines P450 BM-3 F87A-Rohextrakts. Zur Immobilisierung wurde das Lyophilisat in 4 ml 
dH 2 0 in einem 15 ml Falcon-ReaktionsgefaB aufgenommen und mit einer Endkonzentration von 0,1 mM 12-pNCA ver- 
setzt. Nach funfminutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 1 ml der mit 5 ml Wasser zweimal gewaschenen und 
zentrifugierten (9000 g, 1 min) Absorptionsmatix zugegeben und eine halbe Stunde analog zu den im vorherigen Ab- 
schnitt beschriebenen Eppendorf-ReaktionsgefaBen uber Kopf gedreht. Nach Zentrifugationen und Abnahme des Uber- 
standes wurde das Immobilisat mit 5 ml Tris/HCl-Puffer (pH 7,5, 0,02 mM) versetzt, vorsichtig resuspendiert und emeut 
zentrifugiert (9000 g, 1 min). Dieser Waschvorgang wurde zwei Mai wiederholL Nach Zugabe von TVis/HQ-PufTer 
(0,1 M, pH 7,5) auf ein Endvolumen von 2,0 ml zum Immobilisat wurde dieses resuspendiert und in 200 ul Aliquots auf 
1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaBe verteilt, die bereits 495 ul dieses Puffers enthielten. Nach Zugabe von 5 ul 12-pNCA 
(15 mM) und funfminatiger Inkubationszeit wurde die Reaktion in einer Eppendorf-SchUttelapparatur (Ika-^brax, mit 
Janke und Kunkel Aufsatz VX2E) durch Zugabe von 100 ul NADPH (1 mM) gestartet und nach variierten Reaktionszei- 
ten mit 100 ul 6 M KOH gestoppt. Nach Zentrifugation bei 9000 g (1 min) wurde der Oberstand abgenommen und die 

Absorption bei 410 nm bestimmt 

Zur kovalenten Immobilisierung von P450 BM-3 F87A mittels Glutardialdehyd wurde P450 BM-3 F87A in einem 
20 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) aufgeschlossen. 5g aminomodifizierter Trisopor-Glaser (Schueller, i 
500-800 urn) wurden bei Raumtemperatur zwischen drei und zwolf Stunden in einer geschlossenen Apparatur mit Glu- 
tardialdehyd bedampft Die mit Glutardialdehyd aminomodifizierten Glaser zeigten eine rotviolette Farbe, die auch nach 
zweimaligem Waschen mit 100 ml KaUumcarbonadosung (50 mM, pH 7,8) uber eine Fritte erhalten bleibL Zwischen 
50-150 mg dieser rot-violetten Glaser wurden mit 0,5-0,8 nmol P450 BM-3 F87A versetzt und bis zur Entfarbung der 
Losung in 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefaBen in der Retsch-KugelmUhle bei niedrigster Stufe und 6°C eine Stunde lang 
geschUttelL 
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4. Enzym-Membranreaktor 

Zur t)berprtifung des Enzyrn-Membran-Reaktorkonzepts wurden 25 nmol P450 BM-3 F87A auf 4 ml SuperQ 650M 
immobilisiert und in das ReaktorreaktionsgefaB zu 200 ml Tris/HCl Puffer (pH 7,8) gegeben. Nach Zugabe von 1,2 umol 
12-pNCA bei einer FluBgeschwindigkeit von 40 ml/min wurde die Losung 20 Minuten lang ohne Gegendruck auf das 
Filtrationsmodul durchmiscbt. Bei einem Gegendruck von 2 psi wurde durch Zugabe von 2 ml waBriger NADPH- Lo- 
sung (1 mM) die Reaktion gestartet und der Reaktionsablauf durch die Bestimmung der Wellenlangen bei 410 run ver- 
folgt WShrend des Reaktionsablaufs wurde NADPH-Losung in 1 ml Schritten bis zur vollstandigen 12-pNCA-Umset- 
zung zugegeben. 

Referenzbeispiel 5 

Chemische Synthesen 

Alle l H-NMR-Spektren wurden mit einem 500 MHz-NMR-Gerat, alle l3 C-NMR mit einem 125 MHz-NMR-GeraL 15 
und CDCI3 als Losungsmittel aufgenommen. 

1 . Herstellung von co-Phenoxycarbonsauren (PCA) 
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Reaktionsschema A zeigt zur direkten PCA-Synthese aus co-Bromocarbonsauren. 

Reaktionsschema A 



20 




Ansatze 

1,01 g 

1,05 g 

355 mg 

417 mg 

50 ml 



OQH „ 




AT 

- ♦ KOH -™ - ! -r- 

<DMF> 



(3,77 mmol) 
(3,77 mmol) 
(3,77 mmol) 
(7,44 mmol) 




OOH 



♦ H 2 0 ♦ KBr 



Bromundekansaure 
Bromdodekansaure 
Phenol 

Kal iumhydroxid 
DMF 



oder 



25 



30 



35 



40 



AUgemeine Reaktionsvorschrift 

Zur in DMF geldsten Bromfettsaure gibt man Phenol und Kaliumhydroxid. Die Losung wurde unier RUckfluB 6-7 
Stunden lang auf 160°C erhitzt und die Reaktion mittels Dunnschichtchromatographie (DC, Laufmittel Petrolether : Die- 
thylether 1 : 1) verfolgt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der braune Niederschlag in einem Wasser-Diethylet- 
her-Zweiphasensystem (1:1) gelost und mit verdiinnter Salzsaiire wurde ein pH-Wert von 2 eingestellt Nach Extraktion 
der waBrigen Phase mit Diethylether wurden am Rotationsverdampfer die vereinigten Diethyletherfraktionen vom Lo- 
sungsmittel befreit, in Petrolether : Essigsaureethylester 1 : 1 aufgenommen und mittels einer DC60-Kieselgelchromato- 
graphiesaule (Merck) und dem gleichen Laufmittelgemisch gereinigL 

Charakterisierung 

©-Phenoxydodekansaure (12-PCA): Ausbeute: 76%; nipt = 98-99°C 
berechnet: C 73,93%, H 9,65%, O 16,41%, 
eefunden: C 73,92%, H 9,67% 

f H-NMR: 5: = 7,26-7,29 (m, 2H, Phenyl-), 6,88-6,94 (m, 3H, Phenyl), 3,94 (t, 2H, Phenyl-0-CH r , J = 64 Hz), 2,35 (t, 
2H, -CH2-COO, J = 74 Hz), 1,74-1,80 (m, 2H, -0-CH 2 -CH r ), 149-1,66 (m, 2H, -CH r CH r COO), 1,42-1,48 (m, 2H, - 
0-CH 2 -CHrCH r ), 1,29-1,35 (m, 12 H, -0-CH 2 -CH2-CHr(CH 2 )6-CHr). 

l3 C-NMR: 8: = 180,4 (-COO), 159,3 (C-1*), 129,8 (0-30, 120,8 (C-40, 114,7 (C-2 1 ), 68,3 (-0-CH r ), 344 (-CH 2 -COO-), 
29,9, 29,8, 29,7, 29,7, 294, 29,4, 29,1, 264. 25,1 (C-3-C-11). 

(D-Phenoxyundekansaure (11-PCA): Ausbeute: 78%; rnpt = 95°C 
berechnet: C 73,35, H 9,41%, O 17,24%; 
gefunden: C 73,32%, H 9,44% 

r H-NMR: 8: = 7,18-7,21 (m, 2H, Phenyl-), 6,81-6,86 (m, 3H, Phenyl). 3,87 (t, 2H, Phenyi-0-CH r , J = 64 Hz), 2,27 (t, 
2H,-CH 2 -COO, J = 74Hz), 1,67-1,73 (m, 2H, -0-CHz-CH r ), 143-147 (m, 2H, -CH r CH r COO), 1,35-1,39 (m,2H,- 
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10 



15 



0-CH 2 -CH 2 -CH r ), 1,18-1,30 (m, 10H, -0-CH 2 -CH 2 -CH r (CH 2 ) 5 -CH 2 -). 

l3 CNMR: 5: = 180,5 (-C00), 159, 5 (C-1% 129, 8 (C-3'), 120,7 (C-4'), 114,7 (C-2'), 68,2 (-0-CH 2 -), 34,5 (-CH 2 -COO-), 
29,9, 29,7, 29,7, 29,7, 29,6, 29,4, 26,4, 25,0 (C-3-C-10). 

2, Herstellung von p-Nitrophenoxycarbonsauren (pNCA) 

Im Gegensatz zu den PCA-Synthesen war eine entsprechende Synthese der pNCA-Verbindungen nicht moglich. Die 
pNCA-Synthese gelang erst, nachdem die CD-Bromcarbonsauren verestert waren und was serf rei gearbeitet wurde. 



Reaktionsschema B 



20 



MeOH/HCl (1M) 

<Hexari> 
-H2O 



n:= 2, 4, 6-8, 1 1 



25 



30 




OOCH3 



-NaBr 

<DMSO> 



X 



T 

NO>2 



35 



40 




PCL/CALB 
-MeOH 




45 



AUgemeine Vorschrift zur Synthese 

Ausgehend von oBromcarbonsauren, wurden co-Bromcarbonsauremethylester und CO-Brom-carbonsaureethylester in 

50 Hexan entsprechend einer Standardmethode (Becker et al. 1993) mit wasserfreier Methanol- oder Ethanollosung, die 
1 M HQ enthalt, verestert Der Reaktionsverlauf wnrde mittels DC (Laufmittel Hexan : Diethyiether : Essigsaure 
70 : 30 : 1) verfolgt. Die waBrige Phase wind zwei Mai mit Diethyiether extrahiert, zwei Mai mit gesattigter Natriumhy- 
drogencarbonatlosung und einmal mit demineralisiertem Wasser gewaschen, iiber Nacht mit wasserfreiem Natriumsulfat 
getrocknet, filtriert und chromatographisch aufgereinigt, wobei als Laufmittel Petrolether : Diethyiether im Verhaltnis 

55 70 : 30 verwendet wird. Nachdem das L5sungsmittel am Rotationsverdampfer evaporiert war, wurden die Ester eine 
Stunde lang ans Hochvakuum angeschlossen, um die p-NCAester darzustellen wurde zu 17 mmol oBrom- carbons aure- 
ester, die in 100 ml DMSO gelost wurden, ein geringer tJberschuB von 18^ nmol p-Nitrophenol gegeben. Die Losung 
wurde unter RuckfluBklihlung flir zwei bis drei Stunden auf 120°C erhitzt. Nach Abkiihlen der leicht braunlichen Losung 
auf Raumtemperatur wurde tropfenweise demineralisiertes Wasser zugegeben, um die pNCAester auszu fallen. Das Pra- 

60 zipitat wurde filtriert, mit 1^ liter eiskaltem Wasser zur Entfernung von tiberschiissigem p-Nitrophenol gewaschen und 
in DMSO zu einem weifien Pulver umkristallisiert Zur Hydrolyse der pNCAester wurde eine Lipasemischung, beste- 
hend aus 100 mg Pseudomonas cepacia (PCL) und 100 mg Candida antarctica Lipase B von Amano (Nagoya, Japan), zu 
einer 100 ml Aceton/Wasser Mischung (pH 7,5, 0,2 Kaliumphosphat, bis zu 50% Aceton) zugegeben. Nach Zugabe der 
pNCAester (5 mmol) wurde die Suspension bei Raumtemperatur bis zu 16 h geriihrL Zur Entfernung des Lipaseimmo- 

65 bilisats wurde die klare Suspension filtriert und die pNCAs durch Evaporierung von Aceton kristallisiezt. Die pNCA- 
Verbindungen wurden mit kaltem Wasser gewaschen, in DMSO umkristallisiert und chromatographisch iiber Silicagel 
DC60 (Merck, Darmstadt) (Petrolether Essigsaureethylester 1 : 1 bis 1 : 3) gereinigt. 
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Charakterisierung der pNCAs 

Die angegebenen Ausbeuten der pNCA beziehen sich immer auf die entsprechenden pNCAester als Edukte, und die 
Ausbeuten fur die pNCAester beziehen sich immer auf die zugehfcrigen o-Bromcarbonsauren. 

p-Nitrophenoxyhexansaure (6-pNCA): Ausbeute: 81%; mp = 94°C 
l H-NMR: 8: = 8,18 (d, 2H, NOr Phenyl-, J = 9,3 Hz), 6,94 (d, 2H, Phenyl-O, J = 9,3 Hz), 4,06 (t, 2H, Phenyl-0-CH r , J 
= 6,3 Hz), 2,42 (t, 2H, -CH 2 -CXX), J = 7,1 Hz), 1,80-1,92 (m, 2H, -OCH r CH 2 -), 1,68-1,77 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 
1,49-1,61 (m, 2H, -0-CH r CH 2 -). 

l3 C-NMR: 8: = 180,0 (-COOH), 164,1 (C-4 1 ), 141,4 (C-1 1 ), 125,9 (C-2'), 114,4 (C-3'), 68,5 (-OCH r ), 33,9 (-CH 2 - 
COOH), 28,6, 25,5, 24,3 (G-3, C-5, C-4). 

p-Nitrophenoxyhexansaureethylester (6-pNCAEt): Ausbeute: 8 1 % 
l H-NMR: 8: = 8,09 (d, 2H, NOrPhenyl-, J = 9.3 Hz), 6,85 (d, 2H, Phenyl-O, J = 9,3 Hz), 4,05 (q, 2H, -COOCH r ), 
3,97 (t, 2H, Phenyl-OCH r , J = 6,4 Hz), 2,26 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,3 Hz), 1,69-1,82 (m, 2H, -0-CH 2 -CH r ), 
1 ,57-1,67 (m, 2H, -CH 2 -CH r COO), 1,40-140 (m, 2H, -OCH 2 -CH r ), 1,17 (t, 3H, -COOCH r CH 3 ). 
l3 C-NM: S:= 173,7 (-COO), 164,3 (C-4 1 ), 141, 5 (CM'), 126,0(02*), 114,6 (C-3'), 68,7 (-0-CH 2 -), 60,4 (-COOCH r ), 
34,3 (-CH r COO), 28,8, 25,7, 24,8 (C-3, C-5, C-4), 14,4 (-OCH 2 -CH 3 ). 

p-Nitrophenoxyoktansaure (8-pNCA): Ausbeute: 92%; nip: = 98°C 
^-NMR: 8: = 8,11 (d, 2H, NOrPhenyl-, J = 9,2 Hz), 6,86 (d, 2H, Phenyl-O, J = 9,3 Hz), 3,97 (t, 2H, Phenyl-OCH r , J 
= 6,4 Hz), 2,29 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,4 Hz), 1,69-1,80 (m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 ), 1,56-1,61 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 
1 ,32-1 ,43 (m, 6H, -OCHrCHHCH^-CHr). 

l3 C-NMR: 8: = 180,2 (-COOH), 164,3 (C^V), 141,4 (C-1 1 ), 125,9 (C-2 1 ), 114,4 (C-30, 68,8 (-0-CH 2 -), 34,0 (-CH 2 - 
COOH), 28,9, 28,9, 28,9, 25,8, 24,6 (C-3-C-7). 

p-Nitrophenoxyoktansauremethylester (8-pNCAMe): Ausbeute: 79 % 
l H-NMR: 8: = 8,10 (d, 2H, NOr Phenyl-, J = 9,2 Hz), 6,86 (d, 2H, Phenyl-O-, J = 9,3 Hz), 3,97 (t, 2H, Phenyl-OCH r , J 
= 6,5 Hz), 3,59 (s, 3H, -COOCH 3 ), 2,24 (t, 2H, -CH r COO, J = 7,4 Hz), l,69-l,77(m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -), 1,51-1,59 (m, 
2H, -CH 2 -CH r COO), 1, 27-1, 43 (m, 6H, -O-CCH^-CCH^-). 

13 C-NMR: 8: = 174,2 (-COO), 164,3 (C-4'), 141,4 (C-1 1 ), 125,9 (C-2 1 ), 114,4 (C-3'), 68,8 (-0-CH 2 -), 51,5 (-COO-CH 3 ), 

34,0 (-CH r COO-), 29,0, 28,9, 28,9, 25,8, 24,9 (C-3-C-7). 

p-Nitrophenoxydekansaure (10-pNCA): Ausbeute: 84%; ny = 101°C l H-NMR: 8: = 8,18 (d, 2H, N0 2 -Phenyl- ; J = 9,2 
Hz), 6,93 (d, 2H, Phenyl-O-, J = 9,3 Hz), 4,03 (t, 2H, Phenyl-0-CH r , J = 6,5 Hz), 2,35 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,4 Hz), 
1,75-1,86 (m, 2H, -0-CH r CH r ), 1,60-1,63 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 1,32-1,45 (m, 10H, -0-CH 2 -CH 2 -(CH 2 ) 5 -CH 2 - 
). 

l3 C-NMR: b: = 180,4 (-COO), 164,4 (C-4 1 ), 141,5 (C-1 1 ), 126,1 (C-2*), 114,6 (C-3 1 ), 69,1 (-0-CH 2 -), 34,2 (-CH 2 -COOH), 
29,9, 29,4, 29,4, 29,3, 29,2, 26,3, 26,1 , 24,8 (C-3-C-9). 

p-Nitrophenoxydekansauremethylester (10-pNCAMe): Ausbeute: 73% 
l H-NMR: 8: = 8,1 1 (d, 2H, NOz-Phenyl-, J = 9,2 Hz), 6,86 (d, 2H, Phenyl-O-, J = 9,3 Hz), 3,97 (t, 2H, Phenyl-0-CH r , J 
= 6,5 Hz), 3,59 (s, 3H, -COOCH3), 2,23 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,5 Hz), 1,68-1,77 (m, 2H, -0-CH 2 -CH r ), 1,52-1,57 (m, 
2H, -CH r CH 2 -COO), 1,22-1,45 (m, 10K, -0-CH 2 -CH r (CH 2 ) r CHr). 

l3 C-NMR: 8: = 174,2 (-COO), 164,2 (C-4 f ), 141,2 (C-1% 125,8 (C-2'), 114,3 (C-3'), 68,8 (-0-CH 2 -), 51,3 (-COOCH3), 
34,3 (-CHrCOO-), 29,2, 29,1, 29,1, 29,0, 28,9, 25,8, 24,8 (C-3-C-9). 

p-Nitrophenoxyundekansaure (11-pNCA): Ausbeute: 89°s; mp: = 102°C 
l H-NMR: 8: = 8,19 (d, 2H, NOrPhenyl-, J = 9,2 Hz), 6,94 (d, 2H, Phenyl-O-, J = 9,1 Hz), 4,05 (t, 2H, Phenyl-OCHr . J 
= 6,5 Hz), 2,35 (t, 2H, -CHrCOO, J = 7,6 Hz), 1,79-1,84 (m, 2H, -0-CH r CH r ), 1,61-1,66 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 
1,43-1,49 (m, 2H, -OCH r CH 2 -CH 2 -), 1,32-1,45 (m, 10K, -OCHrCHrCHHCH^rCHr). 
l3 C-NMR: 8: = 180,12 (-COO), 164,3 (C-4'), 141,3 (C-1*), 125,9 (C-2'), 114,4 (C-3*), 68,9 (-OCH r ), 34,0 (-CH 2 -COO 
), 29,4, 29,3, 29,3, 29,2, 29,0, 29,0, 25,9, 24,6 (C-3-C-10). 

p-Nitrophenoxyundekansauremethyiester(ll-pNCAMe): Ausbeute: 80 % 
l H-NMR: 8: = 8,18 (d, 2H, NOrPhenyl-, J = 9,3 Hj), 6,93 (d, 2H, Phenyl-O, J = 9,2 Hz), 4,03 (t, 2H, Phenyl-OCH r , J 
= 64 Hz), 3,66 (s, 3H, -COOCH3), 2,29 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,5 Hz), 1,75-1,86 (m, 2H, -OCH 2 -CH r ), 1 48-1 ,64 (m, 
2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 1,29-1,45 (m, 12H, -OCH 2 -CHr(CH 2 ) 6 -CHr). 

l3 C-NMR: 8: = 174,5 (-COO), 164,4 (C-4 1 ), 141,5 (C-1% 126,1 (C-2 1 ), 114,6 (C-3*), 69,0 (-OCH r ), 51,6 (-COOCH 3 ), 
34,2 (-CHrCOO), 29,6, 294, 29,4, 29,4, 29,3, 29,1, 26,1, 25,1 (C-3-C-10). 

p-Nitrophenoxydodekansaure (12-pNCA): Ausbeute: 89%; mp: = 106°C 
berechnet: C 64,07% H 8,07% N 4,06%, 0 23,71%, 
gefunden: C 63,99°s H 8,18°s N 4,15% 

f H-NMR: 8: = 8,19 (d, 2H, NOrPhenyl-, J = 9,3 Hz), 6,94 (d, 2H, Phenyl-0-, J = 9,4 Hz), 4,04 (t, 2H, Phenyl-OCH r , J 
= 6, 6 Hz), 2,35 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,5 Hz), 1,79-1,84 (m, 2H, -OCH 2 -CH r ), 1,60-1,66 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 
1,43-1,49 (m, 2H, -OCH r CH 2 -CHr), 1,29-1,35 (m, 12H, -OCHrCHrCH 2 -(CH2)6-CHr) 

l3 C-NMR: 8: = 180,4 (-COO), 164, 3 (C-4% 141, 3 (C-1*), 125, 9 (C-2% 114,4 (C-3 1 ), 68,9 (-OCH 2 -), 34,1 (-CH 2 -COO 
), 294, 29,4, 29,3, 29,2, 29,2, 29,0, 29,0, 25,9, 24,7 (C-3-C-11). 

p-Nitrophenoxydodekansaureethylester (12-pNCAEt): Ausbeute: 73% l H-NMR: 8: = 8,18 (d, 2H, NOrPhenyl-, J = 
9^ Hz), 6,94 (d, 2H, Phenyl-O, J = 9,3 Hz), 4,12 (q, 2H, -COOCH r . J = 7,1 Hz) 4,05 (t, 2H, Phenyl-OCH r , J= 64 
Hz), 2,29 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 74 Hz), 1,70-1,87 (m, 2H, -0-CH r CH r ), 149-1,69 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 
1,32-1,45 (m, 14H, -OCHrCHHCH^-CHr), U6 (t, 3H, -COOCH r CH 3 , J= 7, 2 Hz). 

l3 C-NMR: 8: = 174,8 (-COO), 164,4 (C-4'), 1414 (C-1% 126,1 (C-2 1 ), 114,6 (C-30, 69,0 (-OCH r ), 604 (-COOCH r ), 
34,2 (-CHrCOO), 29,6, 294, 29,4, 29,4, 293, 29,2, 29,1, 26,1, 25,1 (C-3-C-11), 14, 4 (-COOCHrCH 3 ). 

p-Nitrophenoxypentadekansaure (15-pNCA): Ausbeute: 87%; nip: = 115°C 
^-NMR: 8: = 8, 19 (d, 2H, N0 2 -Phenyl-, J = 9,2 Hz), 6,94 (d, 2H, Phenyl-O, J = 9,3 Hz), 4,05 (t, 2H, Phenyl-OCH r , J 
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= 6,5 Hz), 2,35 (t, 2H, -CH r COO, J = 7,5 Hz), 1,79-1,85 (m, 2H, -0-CH r CH 2 -), 1,59-1,66 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 
1,43-1,49 (m, 2H, -0-CH r CH 2 -CH 2 -), 1,26-1,35 (m, 18H, -0-CHrCH 2 -CH 2 -(CH2)9-CH r ). 
l3 C-NMR: 8: = 180,0 (-COO), 164,3 (C-4'), 141,3 (C-1-), 126,0 (C-2 1 ), 114,4 (C-3 1 ), 68,9 (-0-CH 2 -), 34,0 (-CH 2 -COO-), 
29,6, 29,6, 29,5, 29,4, 29,4, 29,3, 29,3, 29,2, 29,1, 29,0, 25,9, 24,7 (C-3-C-14). 

5 p-Nitrophenoxypentadekansauremethylester(15*pNCAMe): Ausbeute: 75% 

^-NMR: 8: = 8,19 (d, 2H, NOrPhenyi-, J = 9,2 Hz), 6,94 (d, 2H, Phenyl-O-, J = 9,3 Hz), 4,05 (t, 2H, Phenyl-OCHr, J 
= 6,5 Hz), 3,66 (s, 3H, -COOCH 3 ), 2,26 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,5 Hz), 1,79-1,85 (m, 2H, -0-CH 2 -CH r ), 1,59-1,66 (m, 
2H, -CH 2 -CH r COO), 1,43-1,49 (m, 2H, -0-CH 2 -CH r CH r ), 1,26-1,35 (m, 18H, -0-CH 2 -CH 2 <:H 2 -(CH2)9-CH2-). 
l3 C-NMR: 5: = 174,6 (-COO), 164,3 (C-4'), 141,3 (C-\% 126,0 (C-2'), 114,4 (C-3 1 ), 68,9 (-0-CH r ), 51,7 (-COOCH3), 

10 34,0 (-CHrCOO-), 29,7, 29,6, 29,5, 29,5, 29,4, 29,3, 29,3, 29,2, 29,1, 29,1, 26,1, 25,0 (C-3-C-14). 

3, Herstellung von Resorufinylcarbonsauren (RCA) 
a) Darstellung von CD-Resorufinyldodekansauremethylester und <o-Resorufinylundekansauremethylester 

15 

Zur RCA-Synthese warden die co-Bromcarbonsauren, entsprechend dem Vorgehen bei den pNCA-Verbindungen ver- 
estert, mit dem Natriumresorufinsalz in DMF umgesetzt und mittels einer PCL/CAL- B-Lipasemischung hydrolysiert 



25 



30 




Ansatz fur (O-ResorufinyUaurinsauremethylester: 
0,90 g (3,1 mmol) 12-Bromlaurinsauremethylester 
35 0,72 g (3,1 mmol) Resorufin 
50 ml DMF 

Ansatz fur o-Resorufinylundekansauremethylesten 
0,75 g (2,7 mmol) 11-Bromundekansauremethy lester 
0,63 g (2,7 mmol) Resorufin 
40 50 ml DMF 

Durchfuhrung 

Zur Losung des Bromfettsaureesters in DMF gibt man Resorufin, das sicb nicbt vollstandig lost, zu. Die dunkelviolette 
45 Suspension wird unter RUckfluB vier Stunden lang erhitzt und die Reaktion mittels DC (Laurmittel Petrolether : Diethy- 
lether 1:1) verfolgL Nach dem Entfernen des Losungsmittels wird der braune Niederschlag in Petrolether : Essigsaure- 
ethylester 1 : 1 eine halbe Stunde lang geldst und mittels einer DC60 (Merck)-Kieselgelchromatographiesaule in dem 
gleichen Laufmittelgemisch gereinigt Die Saule sollte nicht zu groB gewahlt werden, da die \ferbindung in geringem 
Mafie auf der Saule zerfallt. 
50 (D-ResorufinyUauhnsauremethylesten Ausbeute: 17 

^-NMR: 8: = 7,62 (d, 1H, -H-9\ J = 8,89 Hz), 7,35 (d, 1H, -H-l\ J = 9,79 Hz), 6,85 (dd, 1H, -H-8\ h\<? = 8,87 Hz, J 8 -,6" = 
2,41 Hz), 6,76 (dd, 1H, -H-2', J r r = 9,74 Hz, J r * = 1,74 Hz), 6,73 (d, 1H, -H-6\ J = 2,40 Hz), 6,25 (d, 1H, -H-4\ J = 1,74 
Hz), 3,98 (t, 2H, Phenyl-O-CHr, J = 6,50 Hz), 3,59 (s, 3H, -COO-CH3), 2,23 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,50 Hz), 1,73-1,79 
(m, 2H, -0-CH 2 -CH 2 -), 1,53-1,56 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -COO), 1,37-1,41 (m, 2H, -0-CH 2 -CH r CH r ), 1,22-1,29 (m, 

55 12H, -OCHz-CHrCHr^^e-CHr). 

l3 C-NMR: 8: = 186,7 (-C-3'), 174,7 (-COO), 163,7, 150,3, 146,1, 145,7 (C^a', C-5a', C-9a\ C-lOa 1 ), 135,1, 134,5, 131,9, 
128, 7, 114, 5, 107, 1, 100, 8 (C-2\ C-4\ C-l\ C-9\ C-6', C-8', C-9 1 ), 69,5 (-0-CH 2 -), 51,9 (-COO-CH3), 34,5 (-CH 2 - 
COO-), 30,1, 29,8, 29,7, 29,7, 29,6, 29,5, 29,3, 26,3, 25,3 (C-3-C-11). 
oResorufinylundekansauremethylester Ausbeute: 15%; 

60 *H-NMR: 8: = 7,62 (d, 1H, -H-9\ J = 8,9 1 Hz), 7,35 (d, 1H, -H-l\ J = 9,70 Hz), 6,86 (dd, 1H, -H-8\ J ff ,y = 8,90 Hz, J 8 - 6 - = 
2,53 Hz), 6,76 (dd, 1H, -H-2\ h,v = 9,72 Hz, J r ,4- = 1,95 Hz), 6,73 (d, 1H, -H-6 1 , J = 2,54 Hz), 6,25 (d, 1H, -H-4\ J = 1,94 
Hz), 3,98 (t, 2H, Phenyl-O-CHr, J = 6,49 Hz), 3,60 (s, 3H, -COO-CH3), 2,23 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,50 Hz), 1,74-1,79 
(m, 2H, -0-CH 2 -CH r ), 1,54-1^7 (m, 2H, -CH r CH 2 -COO), 1,35-1,42 (m, 2H, -0-CH 2 -CHrCH r ), 1,18-1,29 (m, 

10 W, -O-CHrCHrCHHCH^rCHr). 
65 l3 C-NMR: 8: = 186,7 (-C-3 1 ), 174,7 (-COO), 163,7, 150,3, 146,1, 145,7 (C^a\ C-5a', C-9a\ C-lOa*), 135,0, 135,0, 132,0, 
128,6, 114,5, 107,0, 100,8 (C-2', C-4\ C-V, C-9\ C-6', C-8', C-9*), 69,5 (-0-CH r ), 51,8 (-COO-CH3), 34,5 (-CH 2 -COO- 
), 29,9, 29,8, 29,7, 29,6, 29,5, 29,3, 26,3, 25,3 (C-3-C-10). 
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b) Darstellung von CD-Resorufinyldodekansaure und co-Resorufinylundekansaure 





(CH2)n 



0,1 M w&Briger Phosphatpuffer pH 7,3 

Lipase; T: 55 40° C; n:= 5,6 

1 0 % Aceton als Lfisungsvermittler 
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(CH 2 )n 



COOH + M eOH 
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40 



Vorversuche 20 

Chemische Hydroiyse mittels NaOH fiihrte zur Spaltung des Esters, jedoch konnte das gewunschte geib-orange Pro- 
dukt nur in Ausbeuten von 10% isoliert werden; die Ursache liegt darin, daB der Resorufinyl-Aromat in stark alkalischen 
Losungen (pH>12) unter Farbveriust zerfallt. Auf DC-Plattchen waren ftinf Produkte erkennbar Im alkalischen Medium 
zeigt der Resorufinyifettsaureester eine griinliche Farbung. Die Spaltung mittels Lipasen verlief nach Optirnierung der 25 
Auf arbeitung wesentlich erfolgreicher. Zur Wahl einer geeigneten Lipase wurden folgende Lipasen im Thermomixer bei 
40°C fiber Nacht in einem 0,1 M Natriumphosphatpufifer pH 7,5 mit 10% Aceton als Losungvermittler getestet: Candida 
antarctica Lipase A und B, Aspergillus niger Lipase und Pseudomonas cepacia Lipase (PCL). Die Candida antarctica Li- 
pase B und die PCL spalten die Resorufinylcarbonsaureester, wobei letztendlich die PCL-Iipase zur praparativen Ester- 
spaltung verwendet wurde. 

Ansatz fiir co-Resorufinyldodekansaure: 
40 mg (94 umol) co-Resorufinyldodekansauremethylester 
2 ml Aceton 

1 8 ml Natriumphosphatpuffer, pH 7,3 
Spatelspitze PCL-Iipase 

Ansatz fur co-Resorufinylundekansaure: 
36 mg (30 umol) CD-Resorufinylundekansauremethylester 
2 ml Aceton 

1 8 ml Natriumphosphatpuffer, pH 7,3 
Spatelspitze PCLrLipase 

Durchfuhrung 

In einem 50 ml Rundkolben werden die Ester in Aceton gelost, nach Zugabe von 9 ml Natriumphosphatpuffer, pH 7,3 
wind eine Spatelspitze PCL zugegeben und bei 40°C iiber Nacht inkubiert Der Reaktionsablauf wird mittels DC (Lauf- 45 
mittel Petrolether : Diethylether 1:1) verfolgt Nach mehrfacher vorsichtiger Extraktion mittels Chloroform wird die 
Chloroformphase zwei Mai mit demineralisiertem Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat vier Stunden getrocknet, fil- 
triert und am Rotations verdampfer eingeengL 

(D-ResorufinyUaurinsaure: Ausbeute: 73% 
l H-NMR: 6: = 7, 62 (d, 1H, -H-9', J = 8, 9 Hz), 7, 35 (d, 1H, -H-l', J = 9,8 Hz), 6,85 (dd, 1H, -H-8', J 8 y = 8,87 Hz, J M = so 
2,4 Hz), 6,76 (dd, IK, -H-2\ h\v = 9,7 Hz, h\* = 1,7 Hz), 6,73 (d, 1H, -H-6', J = 2,4 Hz), 6,25 (d, 1H, -H-4', J = 1,7 Hz), 
3,98 (t, 2H, Phenyl-0-CH 2 -, J = 6,5 Hz), 2.34 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,5 Hz), 1.73-1.79 (m, 2H, -0-CH 2 -CH r ), 
1.55-1.59 (m, 2H, -CH r CH 2 -COO), 1.37-1.41 (m, 2H, <>-CH 2 -CHrCHr), 1.22-1.29 (m, 12H, -0-CHrCH 2 -CH 2 - 
(CH^-CH,-). 

l3 C-NMR: 8: = 186,6 (-C-3'), 180,4 (-COO), 163,7, 150,3 146,1, 145,7 (C-4a\ C-5a\ C-9a\ C-10a'), 135,1, 134,5, 131,9, 55 
128,7, 114,5, 107,1, 100,8 (C-2\ C-4', C-l\ C-9\ C-6\ C-8\ C-9'), 69,5 (-OCH 2 -), 34,2 (-CH r COO-), 30,1, 29,8, 29,7, 
29,7, 29,6, 29,5, 29,3, 26,3, 25,3 (C-3-C-11). 

CO-Resorufinylundekansaure: Ausbeute: 78°s 
'H-NMR: 6: = 7,63 (d, 1H, -H-9', J = 8,9 Hz), 7,35 (d, 1H, -H-l', J = 9,7 Hz), 6,85 (dd, 1H, -H-8\ Jgy = 8,9 Hz, J 8 -, 6 - = 
2,53 Hz), 6,76 (dd, 1H, -H-2", J r v = 9,7 Hz, J 2Vr = 1,9 Hz), 6,73 (d, 1H, -H-6'. J = 2,5 Hz), 6,25 (d, 1H, -H-4\ J = 1 ,9 Hz), 60 
3,98 (t, 2H, Phenyl-O-CHr, J = 6,5 Hz), 2.35 (t, 2H, -CH 2 -COO, J = 7,5 Hz), 1.74-1.79 (m, 2K, -0-CH 2 -CH 2 -), 
1.54-1.59 (m, 2H, -CH r CH 2 -COO), 1.35-1.42 (m, 2H, -0-CH 2 -CHrCH r ), 1.18-1.29 (m, 10H, -0-CH r CH r CH 2 - 

(CH^s-CHr). 

l3 C-NMR: 6: = 186,7 (-C-3 1 ), 180,7 (-COO), 163,7, 150,3, 146,1, 145,7 (C-4a\ C-5a\ C-9a\ C-lOa*), 135,0, 135,0, 132,0, 
128,6. 114,5, 107,0, 100,8 (C-2\ C-4\ C-l' f C-9', C-6\ C-S\ C-9'), 69,5 (-0-CH r ). 34,1 «:H 2 -COO-), 29.9, 29.8, 29.7, 65 
29,6, 29,5, 29,3, 26,3, 25,3 (C-3-C-10). 
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c) Aktivitatstest von P450 BM-3 mit ©-ResorufinyUaurinsaure und (D-Resorufinylundekansaure 

Eine Spatelspitze tier 11- oder 12-RCA wurden in 0,5 ml Aceton, Ethanol, THF, Dioxan und 5,5 ml Kaliumphosphat- 
pufFer (pH 7,5, 0,1 M) gelost; Zu den als Losungsvermittler fungierenden organischen Losungsmitteln wurde 5 ml Kali- 
5 umphosphatpuffer (pH 7,5, 0,1 M) gegeben. Nach Zugabe von 5 nmol P450 wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur in- 
kubiert und das P450 BM-3 durch Zugabe von 200 pi NADPH (50 uM) reduziert. Nach einer Stunde wurden 200 ul der 
jeweiligen Reaktionsansatze in eine Mikrotiterplatte tiberfuhrt. In der zweiten Reihe sind zusatzlich entsprechende 
Blindproben ohne NADPH-Zugabe pipettiert. 

10 Referenzbeispiel 6 

Analytische Methoden 

1 . Proteintrennung in der SDS-Polyacry lamid-Geielektrophorese (SDS-PAGE) 

15 

Mittels SDS-PAGE konnen Proteine nach ihrer GroBe aufgetrennt werden. Gereinigte Proteinproben wurden yor der 
Gelelektrophorese 1 : 1 mit SDS-Probenpuffer (Tris/HCl 500 mM, pH 6,8, Glycerin 10% (v/v), SDS 20% (w/v), Mer- 
captoethanol 2 (w/v), Bromphenolblau 0,05%) vermischt und 5 min zur Proteindenaturierung auf 95°C erhitzL Zur Ana- 
lyse der Proteinexpession in E. coli Zellen wurden nach runfstiindiger Induktionsphase (OD578 = 1,5-2,0) 1 ml der Kul- 

20 tur abpipettiert und bei 12 000 g zentrifiigiert Das Zellpellet wurde mit 100 ul des ProbenpufFers aufgeschlossen und 
1 min bei 12 000 g zentrifugiert. Nach Abkiihlen der Proteinproben auf Eis erfolgte die Proteinauftrennung im Elektro- 
phoresepuffer (9,0 g Tris, 43,2 g Glycerin, 3,0 g SDS, ddH 2 0 ad 600 ml) bei 25 mA pro Gel. 

Als Proteinstandards dienten ein Niedermolekulargewichts-Marker (Phosphorylase B 97,4 kDa, BSA 66,3 kDa, Oval- 
bumin 45,0 kDa, Carboanhydrase 31,0 kDa, TYypsininhibitor 21,5 kDa, Lysozym 14,4 kDa) und ein Hochmolekularge- 

25 wichts-Kit (Myosin 200 kDa, P-Galaktosidase 116,25 kDa, Phosphorylase B 97,4 kDa, BSA 66,3 kDa, Ovalbumin 
45 kDa) von Bio-Rad (Richmond, USA). Zur Proteintrennung wurde ein 7,5 prozentiges Trenngel (2,5 ml Tris/HCl 
(1,5 M, pH 8, 8), 100 Ml SDS (10% (m/v), 2,5 ml Acrylamid : NJST-Methylenbisacrylamid 30 : 1 (Roth), 50 ul APS, 5 ul 
TEMED) und 4 prozentiges Sammelgel (1 ml Sammelgelpuffer (12,11 g TYis, 0,8 g SDS, ad H 2 0 200 ml, pH 6,8 mit HC1 
eingesteUt), 0,52 pi Acrylamid : NJ^-Methylenbisacrylamid 30 : 1 (Roth), 40 ul APS 10% (w/v), 4 ul TEMED verwen- 

30 det. Im AnschluB an die Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine drei Stunden lang unter langsamem Schiitteln 
mitFarbelosung (0,1% Coomassie Brilliant Blue R250, 10% (v/v) Essigsaure, 30% Methanol) blau gefarbt. Die Inkuba- 
tion in Entfarbelosung (10% (v/v) Essigsaure, 30 Methanol) erfolgte bis deutliche Proteinbanden sichtbar wurden. Zur 
Dokumentation wurde das Gel luftblasenfrei zwischen ein Cellulose-Filterpapier und eine Kopierfolie gelegt und zwei 
Stunden im Geltrockner (Bio-Rad, Model 583) bei 80°C unter Hausvakuum getrocknet 

35 

2. Bestimmung des Proteingehalts mittels BCA-Nachweis 

Proteinkonzentrationen wurden mittels des Bicinchoninsaure-(BCA) Protein-Nachweissystems von Pierce (St. Augu- 
stin, Deutschland) spektrometrisch bei 562 nm nach Herstellerangaben entsprechend dem Standardprotokoll bestimmL 
40 Kalibiergeraden wurden mit BSA-Veidiinnungen aufgenommen. 

3. Spektroskopische Nachweismethoden 

Alle spekttxjskopischen UV-Vis Nachweise wurden unter aeroben Bedingungen in einem Pharmacia Spectrophotome- 
45 ter, ModeU BioChrom4060 (APB, Uppsala, Schweden), mit BioChiom4060 Windows 3.11 Software v2.0 durchgeruhrt. 

a) Bestimmung der P450 Konzenlration 

P450 BM-3 Konzentrationen wurden mittels der CO-DirTerenzspektroskopiemethode (Omura et al. 1964) und einem 
50 Extinktionskoeffizienten von e = 91 mM -1 • cm" 1 bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 125 nm/min in 0,1 nm In- 
teryallen bestimmt. Dazu wurde zu 5 ml phosphatgepuffertem (20 mM, pH 7,3 bis 7,5) P450 BM-3 Rohextrakt eine Spa- 
telspitze Natriumdithionit und 10 ul einer 0,1 prozentigen (w/v) waBrigen Methyl viologen-Losung gegeben. Die abhan- 
gig von der P450 BM-3 Konzenlration tiefblaue bis blaugriine Probe wurde in zwei Fraktionen aufgeteilt. Eine der bei- 
den Fraktionen wurde eine Minute lang mit CO begast, wobei Schaumbildung zu vermeiden ist, die andere dient als Re- 
55 ferenz fur die differenzspektroskopische Messung. 

b) Messung der Reduktase-Aktivitat 

Die Messungen wurden bei Raumtemperatur in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 durchgeruhrt, wobei die Absorp- 
60 tionszunahme bei 550 nm mit g = 8,9 mM" 1 (Fulco et al. 1992) gemessen wurde. 1 ml Probe enthielten 50 nmol Cyto- 
chrom c (aus Pfexdeherz), 100 nmol NADPH und eine aus Tabelie 6 ersichtlichen Menge P450 BM-3. Als Referenz 
diente dieselbe Probe vor NADPH-Zugabe. Die Losungen wurden frisch bereitet und bis zur Benutzung am selben Tag 
auf Eis gelagert. Zur Messung der Reduktaseaktivitat von P450 BM-3His6 wurde zur Cytochrome-c-Losung nach riinf- 
minutiger Inkubation die NADPH-Losung gegeben. 

65 

4. ProtokoUe zur Charakterisieruncwon P450 BM-3 und/oder P450 BM-3 F87 A 
Zur Messung der kinetischen Konstanten sowie der pH- und Temperaturslabilitat wurde gereinigtes P450 BM-3 F87 A 
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verwendet Fur alle anderen Bestimmungen wurde zentrifugierter und filtrierter klarer Rohextrakt verwendet. Fiir alle 
Experimente wurden pro Ansatz 0,05-0,2 nmol P450 BM-3 oder P450 BM-3 F87A in einem Gesamtvolumen von 1 ml 
und 8 ul 5-15 mM pNCA-Losung verwendet. Mit Ausnahme der Losungsmittelversuche wurden Charakterisierungsex- 
perimente in 1 ml Einwelt-PlastikkUvetten durchgefuhrt Sofern.nicht anders beschrieben, wurden die Versuche bei 
Raumtemperatur durchgefuhrt. 5 

a) Bestimmung der kinetischen Konstanten 

Die kinetischen Konstanten wurden nach Zugabe von 792 ul Tris/HCl (pH 8,2, 0,2 M) und 100 fil P450 BM-3 zu 8 ul 
DMSO-Substratlbsung unterschiedlicher Substratkonzentration ermittelt. Nach funfminutiger Inkubation bei Raumtem- 10 
peratur wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pi 1 mM NADPH-Losung gestartet. 

b) Losungsmittelstabilitat von P450 BM-3 F87A 

Die Messung der Losungsmittelstabilitaten erfolgte in Glaskiivetten (Hellma, Modell 6040) bestimmt, wobei die Sub- 15 
stratlosung statt in DMSO in Aceton, Dioxan, THF und Ethanol gelost wurde. Die Bestimmungen wurden entsprechend 
der bei den kinetischen Messungen beschriebenen Vprschrift durchgefuhrt; jedoch wurde in Unterschied dazu der Anteil 
des Puffers entsprechend der verwendeten Losungsmittelmenge variiert. 

c) pH-Stabilitat und Tfemperaturstabilitat von P450 BM-3 F87A 20 

Die Messung der pH-Stabilitat wurden bei 30°C im Stratagene Robocycler (Modell gradient40) in dunnwandigen 
0,5 ml PCR-ReaktionsgefaBen (Stratagene) durchgefuhrt. Zu 0,1-0,2 nmol P450 BM-3 wurden 392 ul phosphatgepuf- 
ferter Losung (50 mM, pH 4-10) gegeben. Nach dem Inkubationszeitraum wurde die P450 BM-3 Losung in eine Kuvette 
uberfuhrt und 500 pi Tris/HCl (0,3 M, pH 8,2) und 8 ul 12-pNCA (6 mM) hinzugegeben. Nach funfminiitiger Inkubation 25 
wurde die Reaktion mittels 100 ul NAJ)PH-L6sung (1 mM) gestartet. Die Temperaturstabilitat wurde bei einem pH-Wert 
von 7,5 unter den gleichen Bedingungen wie die pH-Stabilitat untersucht. 

d) EinfluB von Puffersalzkonzentrationen, Detergenzien, Proteaseinhibitoren, Thio-Verbindungen, Co(III)sepulchrat auf 

die P450 BM-3 F87 Aktivitat 30 

Die Auswirkungen dieser Verbindungen auf die P450 BM-3 F87A Aktivitat sind in Analogie zu den kinetischen Un- 
tersuchungen durchgefuhrt worden, wobei ein variierter Teil des Puffers durch die im selben Puffersystem geloste Un- 
tersuchungssubstanz ersetzt wurde. 

35 

e) Automatisierter Akti vitatsnachweis 

Fur den automatisierten Aktivitatsnachweis von P450 BM-3 F87A wurden Mikrotiterplatten mit 96 Reaktionskam- 
mem (Greiner Frickenhausen, Deutschland) gewahlt. Das Gesamtreaktionsvolumen betrug 250 ul in einer Tris/HCl-Puf- 
fer (0,1 M, pH 8,2) mit 18 nmol 10- und 11-pNCA, 12 nmol 12-pNCA oder 10 nmol 15-pNCA, die in 2,2 ul DMSO ge- 40 
lost waren. Filr die Pipettierarbeiten wurde eine Biomek2000 Pipettierroboter (Beckman Instruments, Fuilerton, USA) 
verwendet Nach funfminutiger Inkubationszeit mit 0,02 nmol P450 BM-3 F87A wurde die Reaktion gestartet dutch 
Einspritzen von 25 ul einer waBrigen NADPH Losung (1 mM) in jede Reaktionskammer. In einem FluoStar-Mikrotiter- 
plattenleser (BMG LabTechnology, Offenburg, Deutschland) wurde der Reaktionsablauf bei 405 nm absortiv verfolgt. 

45 

f) Wasserstoffperoxid-Untersuchungen 

Fiir Aktivitatsuntersuchungen wurde verfahren wie fur die kinetischen Messungen beschrieben, nur daB statt NADPH 
variierte waBrige Wasserstoffperoxidmengen zugegeben wurden. Bei den Stabilitatsuntersuchungen wurden 
0,05-0,1 nmol P450 BM-3 F87A in Abwesenheit von pNCA-Substrat mit variierten Wasserstofl^eroxidmengen funf 50 
Minuten inkubiert Nach Zugabe von Katalase (600 U) und einer weiteren fiinrminiitigen Inkubationszeit wurden zur Re- 
aktionslosung 60 nmol 12-pNCA-Substrat pipettiert Die Reaktion wurde funf Minuten spater durch Zugabe von 100 pi 
NADPH (1 mM) gestartet. 

g) Zn-Mediator-Untersuchungen 55 

Die Reaktionen wurden in einer Schuttelapparatur fur Eppendorf-ReaktionsgefaB-Schuttler (IKA-Labortechnik Vi- 
brax mit Janke und Kunkel Aufsatz TVp VX2E) durchgefuhrt. Fiir Aktivitatsuntersuchungen wurde verfahren wie fur die 
kinetischen Messungen beschrieben, nur wurden anstelle von NADPH variierte Mengen an Zink/Cobalt(III)sepulchrat 
benutzL Nach variierten Zeitintervallen wurden 100 ul Probe der Reaktionssuspension entnommen und in ein weiteres 60 
1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB pipettiert, in dem zum Reaktionsstop 10 ul KOH (6 M) vorgelegt waren. Nach einmi- 
niitiger Zentrifugation bei 12000 g wurde der tJberstand abgenommen und die Absorption bei 410 nm gemessen. 
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Beispiel 1 

Klonierung, Expression und Reinigung von P450 BM-3 und Mutamen im Gramm-MaBstab 

5 1 . Klonierung des P450 BM-3 Gens und der Mutante P450 BM-3 F87A und deren Expression in 30-1-Fermentationen 

Das P450 BM-3 Gen wurde mitlels PGR aus der genomischen DNA von Bacillus megaterium isoliert, mit Tags ver- 
sehen und wie in Fig, 1 fur die pT-Plasmide gezeigt, in die Expressionsvektoren pCYTEXPl und pASK-IBAIGA klo- 
niert. Zur Uberprufunc der korrekten Insertion des P450 BM-3 Gens, der mit unterschiedlichen Tags versehen P450 BM- 

!0 3 Varianten und zur Uberprufiing der P450 BM-3 F87A Punktmutante wurden die Sequenzierprimer R0_5 bis L7 ver- 
wendet Fiir die PCR-Reaktionen nach dem Standard-Protokoll wurden fur das Wildtyp-Enzym die Primer Bl und B2, 
fur die P450 BM-3His6 die Primer Hi und H 2 , fiir P450 BM-3G1U6 die Primer Gl und G2, fur P450 BM-3Arg 6 die Primer 
Al und A2 und fur P450 BM-3Strep die Primer SI und S2 verwendet Die Sequenzanalyse ergab keinerlei Mutantionen 
fur einen aus jeweils drei sequenzierten pT-USCOBM3- und pT-USClBM3-Plasmiden. Fiir pT-USC2BM3 und pT- 

15 USC3BM3 wurde nur mit Primer R7 die korrekte Insertion des Tags iiberprUfl. Der sequenzierte pA-USC4BM3-Klon 
zeigte zwei Mutationen im Reduktaseanteil des P450 BM-3 Proteins. Die Expressionsrate des mit einem Hi^-Tag ver- 
sehen P450 BM-3 in DH5a war mit Werten von 300 nmoi pro Liter Fermenterbriihe um ca. 20% hoher als beim Wildtyp. 
Aufgrund dieser hoheren Expressionsrate wurde pT-USClBM3 zur Erhohung der Sensitivitat des pNCA-Tests an Posi- 
tion 87 durch Austausch eines Phenylalanins gegen Alanin mit den Stratagene QuikChange-Kit punktmutiert. Durch die 

20 PCR-Reaktion mit den Primern F87A1 und F87A2 enthalt pT-USClBM3F87A an der Mutationsposition ohne weitere 
Veranderung der Proteinsequenz eine zusatzliche Eael-Restriktonsschnittstelle, die zur Selektion des zur Sequenzierung 
ausgewahlten Klons verwendet wurde. Diese zusatzliche Restriktionsschnittstelle fuhrt nach Restriktionsspaltung mit 
Eael zum Auftreten einer neuen Bande bei ca. 800 bp in Spur 2 und einer gegenuber dem Wildtyp- Verdau in Spur 1 deut- 
lich kleineren Bande bei 1,7 kbp. Nach Plasmidisolation wurden acht Klone mit Eael verdaut (2 ul Eael-Puffer (lOx), 

25 1 Ml Eael 3,2 ul pT-USClBM3, ad 20 ul ddHA 1 h bei 37°C). Ein Klon wurde sequenziert. Das P T-USC1BM3F87A 
Plasmid besitzt in der Linker-Region an Position 470 eine zusatzliche Mutation R470C. Auf eine Ruckmutation wurde 
verzichtet aufgrund der Lokalisation der Mutation R470C am Ende der Linker-Region, die den P450-Anteil des P450 
BM-3 mit dem Reduktaseanteil verbindet und keinerlei EinfluB auf die P450 BM-3 Aktivitat zeigt. 

30 2. Reinigung von P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A 

Ziel war es, eine kostengiinstige, rasche und im praparativen MaBstab durchflihrbare Methode zur Reinigung von 
P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A zu entwickeln. Dazu wurde ein Arg6-, His6-, Glug- und Strep-Tag an das C-terminale 
Ende von P450 BM-3 angefugt Auf der Basis des His$- und Strep-Tag soli ten Affinitatsreinigungen und auf Basis des 
35 Arg6- und Glue-Tags chromatographiesche Reinigungen mit Ionenaustauschem entwickelt werden. Ein Einfiigen eines 
Tags an das N-terminale Ende des P450 BM-3 Gens wurde wegen der Lokalisation des N-Terrninus im Bereich des fle- 
xiblen Substrateingangskanals nicht in Betracht gezogen. Eine Modifikation in diesem Bereich wiirde mit hoher Wahr- 
scheinlichkeit zu einer Anderung der P450 BM-3 Aktivitat und Selektivitat fuhren. 

40 2.1 Proteinreinigungen mit Affinitatschromatographie 

a) P450 BM-3 mit Hise-Tag 

Bei der P450 BM-3His6-Reinigung uber Metallchelatchromatographie binden mehr als 95% der aufgetragenen 4 mg 
45 P450 BM-3 nicht an die 20 ml XK16720-Affinitatssaule bei einem linearen 0-0,5 molaren Imidazolgradienten (10 CV). 
Die chromatographische Reinigung mit Zn 2+ -Ionen wurde nach dem Pharmacia-Standardprotokoll durchgefuhrt. Das 
wenige aufgereinigte P450 BM-3 zeigte im NADPH- Assay keine Aktivitat mehr. Die Ursache dieser Inhibierung konnte 
auf den EinfluB von Imidazol zuriickgefuhrt werden. Imidazol bewirkt ein Ablosen des funften Cysteinat-Liganden am 
katalytischen Ham-Zentrum. Diese Abdissoziation des funften Liganden vom Ham-System fuhrt zur sofortigen P450-In- 
50 aktivierung und zeigt sich im CODifferenzspektrum durch eine charakteristische Verschiebung des Absorptionsmaxi- 
mums von 448 nm nach 420 nm. 

b) P450 BM-3 mit Strep-Tag 

55 Zur Aufreinigung wurden 8,2 mg P450 BM-3Strep verwendet Vergleichbar den Ergebnissen der Hise-Tag Reinigun- 
gen zeigte P450 BM-3Strep keine Bindung an die StrepaWdin-AfBnitatsmatrix bei der Reinigung entsprechend dem 
READY TO USE KIT (IBA, G6ttingen). 

c) P450 BM-3 mit Glu6-Tag 

60 

Ein Vergleich der linearen 0-1 M NaCl-Gradienten (12 CV, Tris/HCl Puffer (0,1 M, pH 8,0)) zeigte fur P450 BM- 
3Glu$ bei Verwendung von Super 650M- und DEAE 650M-Anionenaustauschem keine Unterschiede im Elutionsverhal- 
ten zum Wildtyp-Enzym. 

65 d) SchluBfolgerungen 

Die Ergebnisse der Reinigung von P450 BM-3 mit His$-, Glu$- und Strep-Tkg Lassen darauf schlieBen, daB das C-ter- 
minale Ende von P450 BM-3 nicht frei zuganglich an der Proteinoberflache liegt und somit nicht fur Reinigungszwecke 
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verwendbar ist, Ferner verursachte im Falle des His6-Tags die Elution mittels Imida2ol eine rasche Proteininaktivierung 
durch Verdrangung des fiinften Liganden am Porphyrin-System. 

2.2 Anionenaustauschchromatographie 

Um die Kosten zu minimieren, sollte eine effektive, kostengunstige und zeitsparende Reinigungsmethode fur P450 
BM-3 entwickelt werden, die eine einfache MaBstabsvergroBerung erlaubt. Als Methoden zur P450 BM-3 Reinigung 
standen nach den Ergebnissen der Reinigung von P450 BM-3 mit l^gs somit noch nur HIC-Materialien und Ionenaus- 
tauscher zur Verfiigung. Die Entscheidung fiel zugunsten der Anionenaustauscher, die in der Regel billiger sind und ein 
einfacheres Handling bieten. io 

a) Linearer und Stufengradient 

Um eine Anionenaustauschchromatographiemethode zu entwickeln wurden vier unterschiedlich starke Anionenaus- 
tauschermaterialien DEAE 6505 (35 pm), DEAE 650M (65 um), SuperQ 650M (65 um) und QAE 550M (65 um) auf 15 
ihre Eignung hin untersucht. In ersien Experimenten wurde mit jedem Saulenmaterial ein 10-Saulen-Volumen (CV) lan- 
ger linearer 0-1 M NaCl-Gradient zur Reinigung von 6-10 mg P450 BM-3 Rohextrakt in einem Tris/HCl-Puffer (0,1 M, 
pH 7,8) aufgenommen. In alien Fallen betrug die Ausbeute 80-84%. Die hochsten Proteinanteile im P450 BM-3 Eluti- 
onspeak zeigte das DEAE-Material, dicht gefolgt vom SuperQ- und QAE-MateriaL 

Fiir die weitere Verbesserung der Auflosung mittels gestufter Salzgradienten war die Fahigkeit des AKTAexplorer-S y- 20 
stems hilfreich, gleichzeitig Leitfahigkeit und Absorption bei 280 nm und 417 nm aufzuzeichnen. Ein optimierter Zwei- 
Stufen-Salzgradient fur die DEAE 650M Chromatographiesaule besitzt eine erste Stufe von 150 rnM NaCl und eine 
zweite mit 250 mM NaCl. Die P450 BM-3 Elution beginnt, wie aus den Leitfahigkeitswerten des linearen NaCl-Salzgra- 
dienten ablesbar, bei einer Erhbhung der NaCl-Konzentration von 150 mM auf 170 mM. Die minimale obere Salzstufe 
wurde zu 250 mM NaQ ermittelt; NaCl-Konzentrationen < 230 mM verursachen eine Verbreiterung des P450 BM-3 25 
Elutionspeaks, und NaCl-Konzentrationen > 300 mM fuhren zu einem deutlich schlechteren Reinigungseffekt. Die Salz- 
stufen wurden fur die Chromatographiematerialien SuperQ 650M und QAE 550M in veigleichbarer Weise optimiert. 

Ein Vergleich des linearen DEAE 650M mit dem gestuften NaCl-Gradienten fiihrt zu einer Erhohung des P450 BM-3 
Proteinanteils im Elutionspeak von 39% beim linearen, auf 84% beim gestuften Gradienten. \fergleichbare Ergebnisse 
wurden mit dem SuperQ 650M Chromatographiematerial erreicht; das QAE 550M Chromatographiematerial zeigte 30 
deudich schlechtere Reinigungsergebnisse. Bei den gestuften Reinigungsmethoden lagen die Ausbeuten in alien Fallen 
bei > 78%; die hochsten Ausbeuten von 93% an P450 BM-3 im Eludonspeak wurden mit DEAE 650S erzielt. 

Beispiel2 

35 

Entwicklung eines spektroskopischen Akti vitatsnachweises fiir P450 BM-3 und P450 BM-3 F87 A 

Ziel war es einen spektrometrischen oder fluorimetrischen Aktivitatsnachweis fiir P450 BM-3 zu entwickeln. Ein sol- 
cher Aktivitatsnachweis kann im Gegensatz zu Standardmethoden wie HPLC oder GC einfach automatisiert und somit 
zum Auflnden von weiteren P450 BM-3 Enzymvarianten verwendet werden. 40 

Um einen neuen Aktivitatsnachweis fur P450 BM-3 zu entwickeln, wurden verschiedene \ferbindungen, die am ter- 
minalen C- Atom der Carbonsauren das Chromophor tragen, synthetisiert und auf ihre Eignung untersucht. 

Arbeiten von Oliver et al. Biochemistry (1997), 36(7): 1567 zeigten fur Laurinsaure und Myristinsaure als Substrat 
eine Verschiebung des Hydroxylierungsprofils von.P450 BM-3 von subterminalen Positionen zur terminalen Position, 
falls Phenylalanin an Position 87 durch Alanin ersetzt wurde. Zur Erhohung der Sensitivitat der pNCA-Nachweisme- 45 
thode wurde diese Punktmutation, wie in Material und Methoden beschrieben, eingefugt und mittels Sequenzanalyse be- 
statigt 

1. Nach weisprin zip 

50 

Fig. 2 zeigt das Prinzip zu einem spektrometrischen Aktivitatsnachweis fiir terminal hydroxylierende Fettsaurehy- 
droxylasen. Nach terminaler Hydroxylierung entsteht ein instabiles Halbacetal, das in die w-Oxycarbonsaure und das 
spektrometisch detektierbare Chromophor dissoziert 

2. Nachweis der P450 BM-3 F87A Aktivitat mit PCA 55 

a) Synthese der Phenoxycarbonsauren (PCA) 

Die PCA-Verbindungen wurden in einer einstufigen Synthese, wie in Referenzbeispiel 5 beschrieben, ausgehend von 
o>Bromcarbonsauren synthetisiert Die Synthesen gelangen in Gesamtausbeuten zwischen 76 und 78%. Charakterisiert 60 
wurden die PC As mittels l H-NMR, l3 C-NMR und Schmelzpunktbestimmung. 

b) Wahl der Reaktionsbedingungen 

Um die Phenolbildung spektroskopisch nachweisen zu konnen, bietet es sich an, die Absorption im Wellenlangenbe- 65 
reich zwischen 250 und 280 nm zu messen (Luchter-Wasylewska 1996). Der geringe Extinktionskoeffizient am Absorp- 
tionsmaxium bei 274 nm von g = 1090 M" l cm~ l , das unterschiedliche Absorptionsverhalten von NADPH und NADF t ' in 
diesem Wellenbereich und die Bildung von Wasserstofrperoxid in ungekoppelten Reaktionen verhinderten jedoch eine 



21 



DE 199 35 115 A 1 

kontinuierliche spektroskopische Messung der Phenolbildung. Aus diesen Griinden wurde der Merck-Phenol-Nachweis 
Kit, zur Quantifizierung der Produktbilduhg verwendet. Mil NADPH als Cofaklor ergaben sich bei Verwendung der 
P450 BM-3 Mutante F87A fur 12-PCA Umsatzgeschwindigkeiten von 640 eq/min und fiir 11-PCA von 410 eq/min. 

5 3. Nachweis der P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A Aktivitat mit pNCA-Substraten 

a) Synthese der p-Nitrophenoxycarbonsauren (pNCA) 

Die pNCA-Verbindungen wurden in einer neuen, dreistufigen Synthese, wie in Referenzbeispiel 5 beschrieben, aus- 
10 gehend von Oiy-Bromcarbonsauren durch Veresterung, sich anschlieBender s 0 2-Reaktion mit dem Natrium-p-Nitropheno- 
lat und lipasekatalysierter Hydrolyse der Ester, synthetisiert. Die dreistufigen pNCA-Synthesen gelangen in Gesamtaus- 
beuten zwischen 61 und 69%. Charakterisiert wurden die pNCAs mittels l H-NMR, l3 C-NMR und Schmelzpunktbestim- 
mung. 

15 b) Wahl der Reaktionsbedingungen 

In Fig. 2 ist das Reaktionsprinzip der Umsetzung von pNCA-Substraten durch P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A be- 
schrieben. Fiir die Aktivitatsmessungen muBten pH-Wert und Wellenlange des spektroskopischen Nachweissystems op- 
timiert werden. Nur deprotoniertes p-Nitrophenolat (pKs-Wert 7,1) tragt zur gelben Farbe bei; fur die Nachweisempfind- 

20 lichkeit ware somit ein pH-Wert >9,1 (>99% deprotoniert) empfehlenswert. Die pNCA-\ferbindungen sind in stark alka- 
lischen Losungen stabil, im Gegensatz zum P450 BM-3 Protein, das bei pH 10 und 30°C innerhalb von 5 min 80% seiner 
Aktivitat verliert. Als KompromiB zwischen Proteinstabilitat und Sensitivitat der Nachweismethode wurde ein pH-Wert 
von 8,1 bis 8,2 gewahlt. Berechnungen auf der Basis der Henderson-Hasseibach-Gleichung zeigen, daB in diesem pH- 
Bereich 90-92% des umgesetzten p-Nitrophenols deprotoniert sind und zur gelben Farbe beitragen. Das Absorpuonsma- 

25 ximum von p-Nitrophenolat liegt bei 400 nm. Bei dieser Wellenlange absorbieren jedoch auch das Ham-Zentrum und der 
Cofaktor NADPH. P450 BM-3 besitzt ein starkes Absorptions verhalten zwischen 350 und 450 nm, das in Abhangigkeit 
von Substratbindung und Oxidationsstufe des Eisens im katalytischen Zentrum stark schwankL Das Absorpuonsspek- 
trum von NADPH begrenzt den Wellenlangenbereich auf >390 nm. Die Wellenlange 410 nm wurde aufgrund der Repro- 
duzierbarkeit letztendlich zur Aktivitatsmessung ausgewahlt. Falls die Sensitivitat des Nachweissystems nicht ausrei- 

30 chend ist, sollte bei Wellenlangen im Bereich von 400 nm gearbeitet werden. Unter den gewahlten Nachweisbedingun- 
gen (pH 8,2, 410 nm) wurde der Extinktionskoeffizient bestimmt zu e = 13 200 M~ l cnT l . 

pNCAs besitzen nur eine geringe Wasserloslichkeit, so daB ein Losungsvermittler benotigt wird. Dazu kann DMSO 
ohne Beeinflussung der P450 BM-3 F87A Aktivitat bis zu Konzentrationen von 1% (v/v) zugegeben werden. 0,8% (v/v) 
DMSO wurden deshalb als Losungsvermittler im Aktivitatsnachweissystem verwendet. 

35 Der Zeitbedarf des pNCA-Nachweissystems hangt stark von der verwendeten Enzymmenge ab. Falls nmol-Mengen 
an P450 BM-3 F87A im pNCA-Aktivitatsnachweis eingeselzt wurde, war 1 min zum Aktivitatsnachweis ausreichend. 

c) Automatisierung des pNCA-Nachweises 

40 Fiir den Einsatz in einer HTS-Umgebung wurde der pNCA-Aktivitatsnachweis unter Benutzung einer Biomek2000 
Arbeitsstation und eines BMG FluoStar Mikrotiterplattenleser automatisiert. Unter Verwendung von P450 BM-3 und der 
Mutante F87A wurde in jeweils 16 Messungen mit den pNCA-Substraten 10-, 11-, 12- und 15-pNCA die Reproduzier- 
barkeit des Assaysystems untersuchL Bei den Gesamtabsorptionen gab es aufgrund von Pipettierungenauigkeiten Unter- 
schiede um den Faktor zwei bis vier, die Reaktivitatsunterschiede schwankten jedoch nur zwischen 2 und 6%. Die beste 

45 Reproduzierbarkeit wurde fur die P450 BM-3 F87A Mutante erzielt mit Abweichungen -2% und die schlechteste fur den 
Wildtyp und 15-pNCA mit Abweichungen von bis zu 6% vom Mittelwert aller Messungen. Ursachlich fiir die Genauig- 
keitsunterschiede sind die unterschiedliche Loslichkeit der pNCA-Substrate und verschiedene Umsatze in Abhangikeit 
von der Kettenlange. 

Die F87A Mutante setzt 12-pNCA vollstandig um, wahrend das Wldtyp-Enzym nach 33% stoppt. Die Ursache liegt 
50 vermutlich in sub terminal hydro xylierten 12-pNCA-Verbindungen, die nicht mehr oder nur noch langsam weiter umge- 
setzt werden. Fiir P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A sind das pNCA-Kettenlangenprofil und der Umsatz aus w-Hydrox- 
ylierung der pNC As, berechnet aus dem Quotienten von beobachteten zu gemessener Gelbfarbung der Losung in den fol- 
genden Tabellen 4 und 5 zusammengefaBL Zusatzlich wurden fur P450 F87A die kinetischen Daten aus den Lineweaver- 
Burk-Diagrammen ermittelt 
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Tabelle 4 



P450 BM-3 
F87A 

[eqVmin] 

nicht 
umgesetzt 

1 

426 

204 

574 



680 



P450 BM-3 

F87A 
w- Hydroxy- 
lierungspro 
dukte [%] 

nicht 
umgesetzt 




<1 
94 
64 
100 



61 



P450 BM-3 
Wildtyp 

^cat 
[eqVmin] 

nicht 
umgesetzt 



2 
322 
267 
114 



246 



P450 BM-3 

Wildtyp 
w-Hydroxy- 
lierungspro 
dukte [% ] 

nicht 
umgesetzt 



98 
63 
33 



35 



a anstatt des Ausdrucks nmol (Substrat) /nmol (P450) wird 
Equivalente (eg) verwendet 
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Tabelle5 



* » 



Kettenlange 

der pNCA- 
Verbindung 


P450 BM-3 
F87A 

Heat 
[eqVmin] 


Km 
[mM] 


^cat/Km 
[NT^miiT 1 ] 


10 


426 0 32 


42 " 8 


1.0*10 7 


11 


204 " 18 


69 » 


3.4*10 5 


12 


574 " 47 


6,2 »■ 


1.1*10 4 


15 


680 







a anstatt des Ausdrucks nmol (Substrat) /nmol (P450) wird 
Equivalente (eq) verwendet 
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Beispiel3 

Neues Cofaktor-System fiir P450 BM-3 und P450 BM-3 F87A 

Kin Haupthindemis der industriellen Nutzung von P450-Systemen sind die Kosten, die der Cofaktor NADPH verur- 
sacht. Zur Lbsung des Kostenproblems wurde ein alternatives Cofaktor-Konzept entwickeit, bei dem NADPH durch 
Zink und den Mediator Cobalt(III)sepulchrat ersetzt wurde; Zink dient als Elektronenquelle und Cobalt(in)sepiilchrat als 
Elektronentransportsystem vom Zink zum P450 BM-3. 

- 

1. Nacbweis der Redukdon von Cobalt(III)sepulchrat durch Zink 

Cobalt(IE)sepuichrat besitzt unter Standardbedingungen ein Normalpotential von -0,54 V gegen eine Kalomel-Elek- 
trode (Greaser et al., J. Am. Chem. Soc. (1977) 99: 3181). Es laBt sich, wie in Abb. 48 gezeigt, mittels Zn-Staub in einem 
Tris/HG-Puffer (0,2 M, pH 8,2) innerhalb von Sekunden reduzieren. In Gegenwart von Luftsauerstoff in waBrigen Lo- 
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sungen wind es innerhalb weniger Minuten wieder zu Cobalt(III)sepulchrat oxidiert. 

2. Nachweis der P450 BM-3 F87A Aktivitat mit alternativem Cof aktor-System 

5 2.1 pNCA- Assay 

Fig. 4 zeigt die Umsetzung von 12-pNCA miltels dcs Zn/Cobalt(m)sepulchrat/P450 BM-3 F87A Systems. Bei einem 
Absorptionsmaximum von 0,8 nach 8 min zeigt das Zn/Cobalt(III)sepulchrat/P450 BM-3 F87A System eine gelbe 
. Farbe, die einem 70%igen Umsatz entspricht. Innerhalb von 20 min verschwindet die durch p-Nitrophenolat verursachte 
10 gelbe Farbe vollig; der Restabsorptionswert von 0,15 stammt vom Mediator. KontroUexperimente zeigten, dafi Zn-Pul- 
ver die Nitrogruppe von p-Nitrophenolat im TYis/HCl-Puffer (pH 8,2, 50 mM, 0,25 M KCl) reduziert. Weitere KontroU- 
experimente zeigten, dafi Wasserstoffperoxid keinen oxidativen EinfluB auf p-Nitrophenolat und pNCAs hat. . 

In Fig. 5 sind die beschriebenen Elektronentransferwege von Zn tiber den Mediator zum P450 BM-3 und der Substrat- 
umsetzung unter BerUcksichtigung des verkiirzten Wasseretoffperoxid-Reaktionswegs ("shunt-pathway") dargestellt. 

15 

2.2 PCA-Assay 

Aufgrund der Reduktion von p-Nitrophenol durch Zink in einem TYis/HCl-Puffer wurde 12-pNCA durch 12-PCA er- 
setzt. Der Phenolnachweis erfolgte mittels des Merck-Phenolnachweis-Kits bei 495 nm. Ein direkter photometrischer 

20 Phenolnachweis bei 274 nm ist aufgrund des Absorptionsverhaltens des oxidierten und reduzierten CobaU(III)sepulchrat 
nicht moglich. Fig. 6 verdeutlicht fur 12-PCA als Substrat eine im Vergteich zu 12-pNCA langsame Entfarbung (Fig. 4). 
Als Ursache fur die Absorptionsabnahme konnte Wasserstofrperoxid identifiziert werden, das durch reduziertes Co- 
balt(II)sepulchrat in Nebenreaktionen durch Reduktion von Luftsauerstoff in waBrigen Losungen gebildet wird. Ferner 
tritt Wasserstofjperoxid-Bildung bei P450-Systemen infolge von ungekoppelten Reaktionen als Nebenreaktionsprodukt 

25 immer auf. Aus letzterem Grund wurde eine weitere Optimierung der PCA-Reaktionsbedingungen nicht weiter verfolgt. 
In Gegenwart von 600 II Katalase erfolgt, wie in Fig. 6 gezeigt, die Absorptionsabnahme bei 495 nm deutlich langsa- 
mer. 



3.1 Pufferzusammensetzung 

30 

Urn die Entfarbung der Losung durch die Reduktion von p-Nitrophenolat mittels Zink zu vermeiden, wurde zunachst 
erfolglos die KCl-Konzentration und der pH-Wert im Rahmen der P450 BM-3 F87A Stabilitat variiert (6,5-8,5). Erfolg- 
reich, wie in Fig. 7 gezeigt, kann die Reduktion von p-Nitrophenol durch Zink mittels Zusatzen an Kaliumphosphat-Puf- 
fer verhindert werden. Ab einem Kaliumphosphatanteil > 10% wird p-Nitrophenol nur noch in geringem AusmaB ( < 

35 10%) durch Zn reduziert und bei einer 1 : 1 Mischung ist selbst nach 14 h keine weitere Reduktion mehr feststellbar 
(nicht abgebildet). Wie in Fig. 7 gezeigt, verringert sich der Anteil an reduziertem Co(II)sepulchrat im Mischungsbereich 
bis zu 20 Kaliumphosphat zunachst deutlich um ca. -25%, um dann zwischen 20 und 70% (v/v) Kaliumphosphat- Anteil 
konstant zwischen 60 bis 70% zu verharren. Die im Vergleich zum Tris/HCl-Puffersystem geringere Verfugbarkeit an re- 
duziertem Cobalt(n)sepulchrat fuhrt zu einem Aktivitatsverlust von ca. 15%. 

40 Aus obigen Ergebnissen wurde fur die weiteren Optimierungen eine 1 : 1 Mischung beider Pufferlosungen verwendet 

1.2 EinfluB der Mediatorkonzentration auf den Umsatz und die P450 BM-3 F87A Aktivitat 

Fig. 8A zeigt den EinfluB des Cobalt(III)sepulchrat Mediators auf die P450 BM-3 Aktivitat im NADPH- Assay bei va- 
45 riierten Mediatorkonzentrationen. Bei Cobalt(m)sepulchrat-Konzentrationen £ 5 mM bildete sich wahrend des Reakti- 
onsablaufs ein kolloidaler Niederschlag, der vor Absorptions messung mittels Zentrifugation abgetrennt wurde. Fiir Um- 
setzungen mit dem Zink/Cobalt(III)sepulchrat-System ist eine optimale Cobalt(III)-sepulchrat-Konzentration im Be- 
reich von 0,5-0,75 mM pro 0,072 nmol P450 BM-3 F87A vorhanden. Wie in Fig. 8B gezeigt, inhibiert Cobalt(III)se- 
pulchrat bis zu Konzentrationen < 0,5 mM P450 BM-3 F87A selbst in Abwesenheit von Substrat nur geringfugig. Der 
50 Inhibierungsgrad bleibt bei variierten Inkubationszeiten konstant und hangt nur vom Konzentrationsverhaltnis Co- 
balt(m)sepulchrat zu P450 BM-3 F87A ab. 

3.3 Zn-Konzentration 

55 . Die Abhangigkeit des Umsatzes von 0,072 nmol P450 BM-3 F87A von der eingesetzten Zinkpulvermenge ist in Fig. 9 
gezeigt Ein optimaler Umsatz wurde im Bereich von 20 bis 40 mg Zink pro Milliliter ReaktionslSsung erzielL Fiir die 
Umsatzruckgange bei 50 und 100 mg war vermutlich eine abnehmende Sauerstoflkonzentration in der Reaktionslosung 
durch zunehmende mediatorkatalysierte Wasserstoffperoxidbildung verantwortlich. 

Ein Ersatz von Zinkpulver durch Zinkgranalien fiihrte selbst bei Verwendung von lOOfach erhohten Mengen nur zu 

60 sehr geringen Umsatzgeschwindigkeiten (Faktor >20 geringer). 

3.4 EinfluB der H 2 02-Konzentration 

Um den Anteil den Wasserstofrperoxid uber den 'shuntA Reaktionsweg zur 12-pNCA- Umsetzung durch P450 BM-3 
65 F87A beitragt, zu bestimmen, wurden 12-pNCA und P450 BM-3 F87A mit variierten Wasserstofferperoxid-Konzentra- 
tionen inkubiert Im Bereich von 8-20 uM Wasserstoffperoxid wird bei vergleichbaren P450 BM-3 F87A Aktivitaten 
nach einer Minute bei einem 20-25%igen Umsatz eine Plateau erreicht, unabhangig von der Wasserperoxid-konzentra- 
tion. Die weitere Zugabe von NADPH im OberschuB (100 uM) zeigt, daB P450 BM-3 F87A durch Wasserstoffperoxid 
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nicht voiistandig iriaktiviert wild. Die Restaktivitaten sind bei geringen Wasserstoffperoxid-Konzentration hoch und sin- 
ken mit zunehmender Wasserstoffperoxid-Konzentration (nicht gezeigt). 

Um die Stabilitat von P450 BM-3 gegeniiber Wasserstoffperoxid zu bestimmen, wurde P450 BM-3 F87A in Abwe- 
senheit von Substrat (12-pNCA) 5 min rait variierten WasserstofFperoxidmengen inkubiert. Nach Zugabe von Katalase 
(600 U) und 60 nmol Substrat wurden die Umsatzgeschwindigkeiten unter Vferwendung von NADPH als Elektronendo- 5 
norbestimmt 

Wie in Fig. 10 gezeigt, inhibieren in Abwesenheit von Substrat bereits Wasserstoffperoxid-Konzentrationen im 5 uM- 
Bereich die P450 BM-3 F87A Aktivitat deutlich. Als Konsequenz ergibt sich hieraus fur einen P450 BM-3 F87A En- 
zym-Membran-Reaktof, bei moglichst hohen Substratkonzentrationen zu arbeiten und die Wasserstoffperoxidbildung 
durch Katalase- oder Anti-Oxidant-Zugabe zu minimieren. 10 

Patentanspriiche 

1. Elektronendonorsystem ftir die Obertragung von Elektronen auf Enzyme mit Redox-Eigenschaften, dadurch 
gekennzeichnet, daB das System eine anorganische, nicht elektrodengebundene Elektronenquelle und einen Media- is 
tor umfaBt, der zur Obertragung von Elektronen von der Elektronenquelle auf das Enzym befahigt ist. 

2. Elektronendonorsystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB das Enzym ein Cytochrom P450-halti- 
ges Enzym ist 

3. Elektronendonorsystem nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzym eine Monoxygenase (E. C. 
1.14.-.-) ist. 20 

4. Elektronendonorsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Mediator 
ein Standard-Normalpotential im Bereich von weniger als etwa -0,4 V besitzt 

5. Elektronendonorsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Mediator 
ausgewahlt ist unter Kobalt(m)sepulchrat, Methylviologen, Neutralrot, Riboflavin, Rutheniumtriacetat, FMN und 
FAD. 25 

6. Elektronendonorsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Elektro- 
nenquelle ein Metall mit einem niedrigeren Standard-Normalpotential als der Mediator ist. 

7. Elektronendonorsystem nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi die Elektronenquelle metallisches Zink 
ist. 

8. Elektronendonorsystem, nach einem der vorhergehenden Anspriiche, ausgewahlt unter den Systemen: 30 

- Zn/Kobalt(ItI)sepulchrat und 

- Zn/NeutralroL 

9. Verfahren zur enzymatischen Obertragung von Sauerstoff auf ein KohlenwasserstofF-haltiges Wasserstoffdonor- 
MolekUl, dadurch gekennzeichnet, daB man das WasserstofF-Donormolekiil in einem Reaktionsmedium, umfassend 
das Sauerstoff-iibertragenden Enzym und ein Elektronendonorsystem nach einem der Anspriiche 1 bis 8, in Gegen- 35 
wart von Sauerstoff unter Reaktionsbedingungen inkubiert 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB das WasserstorT-Donormolekiil ausgewahlt ist unter 
Verbindungen der Formel 



R-X 



40 



worm 

R fur einen Alkylrest mit 10 oder mehr Kohlenstoffatomen stent und 

X fur eine polare, zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken befahigte Gruppe, vorzugsweise eine Carboxy-, Amid-, 
Nitril-, Sulfat-, Sulfon- Amin- oder Hydroxygruppe, steht. 45 

11. Verfahren zur enzymatischen Herstellung terminal oder subterminal (Position G>-1 bis -4) hydroxylierter Fett- 
sauren, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) eine hydroxylierbare Fettsaure oder Fettsaurederivat in Gegenwart eines Elektronendonorsystems nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 8 mit einer Cytochrom P-450 Monoxygenase und Sauerstoff umsetzt; und 

b) das (die) hydroxylierte(n) Produkte) isoliert. 50 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet daB das (D-hydroxylierbare Fettsaurederivat ausgewahlt 
ist unter terminal gesaltigten, verzweigten oder unverzweigten Fettsauren mit mehr als 10 Kohlenstoffatomen, ins- 
besondere CirQo-Fettsauren. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet daB das Enzym eine Cytochrom P-450 
Monoxygenase ist ausgewahlt unter: 55 

a) dem aus Bacillus megaterium (DSM 32T) isolierbaren Wildtypenzym; oder 

b) einer durch Aminosauresubstitution in wenigstens einer der Position 26, 47, 72, 74, 87, 188 und 354 erhalt- 
iichen Mutanten des Wildtypenzyms. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet daB die Mutante in Position 87 die Mutation F87A oder 
F87V und gegebenenfalls wenigstens eine weitere der folgenden Mutationen aufweist: L188K, A74 G, R47F und 60 
V26T. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet daB das Elektronendonorsystem Zink/ 
Co(III)sepulchrat ist 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet daB man zumindest Stufe a) in Ge- 
genwart von Chloridionen durchfuhrt 65 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB man zumindest Stufe a) in Ge- 
genwart eines Wasserstoffperoxyd-spaltenden Enzyms durchfuhrt. 

18. Bioreaktor zur Verwendung bei der Herstellung CO-hydroxylierter Fettsauren, gekennzeichnet durch irrmobili- 
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sierte Monoxygenase und ein Elektronendonorsystem nach einem der Anspriiche 1 bis 8 im fliissigen Reaktionsme- 
dium. 

19. Nachweisverfahren fUr Fettsaure-Monoxygenasen, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) einen Analyten, in dem man Enzymaktivitat vermutet, mit einer cohydroxylierbaren Fettsaure oder Fettsau- 
rederivat, welche(s) einen terminalen, 3 abspaltbaren Chromophor oder Fluorophor tragt, in Gegenwart eines 
Elektronendonorsystems nach einem der Anspriiche 1 bis 8 inkubiert; und 

b) die Abspaltung des Chromophors oder Fluorophors qualitativ oder quantitativ bestimmt 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB man die Umsetzung in Gegenwart eines Wasser- 
stoffperoxydspaltenden Enzyms und gegebenenfalls in Gegenwart von Chloridionen durchfuhrL 

21. Testkit, umfassend ein Elektronendonorsystem nach einem der Anspriiche 1 bis 8. 

Hierzu 10 Seite(n) Zeichnungen 
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